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Franz Hofmeister +. 


Nach einem Leben, das iiberreich gewesen ist an Arbeit 
und wissenschaftlichen Erfolgen, schloB am 26. Juli Franz 
Hofmeister die Augen im fast vollendeten 72. Lebensjahre. 

Hofmeister, der am 30. August 1850 zu Prag geboren 
ist, entstammte einer Arztefamilie. In Prag begann er auch 
seine akademische Laufbahn, nachdem er hierselbst wie in 
Leipzig und StraBburg studiert hatte. Im Jahre 1879 wurde 
er als Assistent Hupperts Privatdozent fiir medizinische 
Chemie, 1881 auch fiir Pharmakologie. In seiner Vaterstadt 
wirkte er weiter als auBerordentlicher (1883) und bald als 
ordentlicher Professor (1884). Als 1895 F'. Hoppe-Seyler starb, 
wurde er dessen Nachfolger in StraSburg und zierte den ‘ 
dortigen Lehrstuhl fiir chemische Physiologie bis zum Ende 
des Weltkrieges. Dann fand er eine Arbeitsstatte im Patho- 
logischen Institut zu Wirzburg, wo er bis kurz vor seinem 
Tode unermiidlich seine Forschungen fortsetzte. 

Hofmeister war gleich hervorragend als Lehrer wie als Ge- 
lehrter. In fast einzig dastehender selbstloser Art hat er, 
um den sich in gliicklichen Zeiten Schiiler aus allen Laindern 
scharten, sich spiiter darauf beschriinkt, seinen Mitarbeitern 
Anregungen und Unterweisungen zu geben, ohne sich an der 
Publikation der vielen unter seiner Aufsicht entstandenen 
Arbeiten zu_ beteiligen. 

Alle Zweige der Biochemie erfuhren eine groBbe und 
dauernde Bereicherung durch Hofmeisters umfassenden Geist. 
Er hat die moderne physikalisch-chemische Richtung der 
Biologie vorbereitet, und fiir immer bleibt mit seinem Namen 
die Auffindung der GesetzmaBigkeiten verkniipft, nach denen 
die Elektrelyte auf quellungsfihige Koérper wirken. Be- 
deutende Veréffentlichungen rein chemischen Inhalts sind 
gleichfalls in seinem Institut entstanden. Die von Mérners 
Entdeckung unabhingige Auffindung des Cystins als EiweiBb- 
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spaltungsprodukt gehért hierher, ebenso die Untersuchung 
iiber die Beziehungen des genannten geschwefelten Protein- 
hausteins zu einem wichtigen Gallenbestandtvile, dem Taurin. 
Es ist unméglich, die zahlreichen und auf verschiedensten 
Gebieten liegenden Arbeiten, die von Hofmeister selbst oder 
seinen Mitarbeitern ausgefiihrt worden sind, hier aufzuzihlen. 
Erwihnung mégen nur noch einige Tatsachen finden. [hm 
gelang als Erstem die Kristallisation bis dahin nur in 
amorphem Zustande bekannter Proteine, z. B. des Ovalbumins. 
In seinem Laboratorium wurde die tryptische Verdaubarkeit 
der Curtiusschen Biuretbase entdeckt, die dann als Tri- 
glycyl-glycin-ester erkannt ist. Die Beschaftigung mit den 
hoheren Molekiilverbanden der Aminosiiuren sind der AnstoB 
zu seiner beriihmt gewordenen Lehre von den saureamid- 
artigen Strukturen der Proteine geworden; sie ist durch die 
allbekannten Synthesen Emil Fischers und die analytischen 
Befunde A. Kossels als richtig erwiesen worden. 

Es kann nicht wundernehmen, daB aus der Schule 
eines Mannes von so iiberragenden Eigenschaften als Forscher, 
Lehrer und Mensch, wie sie Hofmeister besaB, bedeutende 
Gelehrte hervorgegangen sind, die — auch in schwersten 
Zeiten die Ideale des groBen Vorbildes pflegend — heute an 
deutschen und auslindischen Hochschulen wirken. 














Die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen und ihre 
Bedeutung fiir das Wachstum und die Toxinbildung derselben. 


Von 
K. G. Dernby und Sture Siwe. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des schwedischen Staates 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1922. 


Mit 3 Abbildungen im Text. 
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I. Einleitung. 


Daf die Diphtheriebazillen proteolytische Enzyme besitzen, ist 
wohl eine Frage, die postuliert werden kann, und ebenso ist es wohl 
nicht unwahrscheinlich, dafi diese Enzyme sowohl fiir das Wachstum 
der Mikroorganismen, als auch fiir die Toxinbildung von Bedeutung 
sind. Die Erforschung dieser Enzyme und — wenn méglich — eine 
Bestimmung ihrer Art und Wirkungsweise ist das niichste Ziel 
dieser Arbeit. 

Der Diphtheriebazillus besitzt jedenfalls keine kraftig wirkenden 
proteolytischen extrazelluliren Enzyme. _ Hierfiir spricht unter 
anderen der alte Befund, dafS Gelatine gar nicht von Diphtherie- 
bazillenkulturen verfliissigt wird. Ubrigens sind, soweit uns be- 
kannt, keine eingehenderen Untersuchungen betreffs der proteoly- 
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tischen Enzyme der Diphtheriebazillen gemacht worden. Fermi 
(1892), der die meisten Mikroorganismen auf proteolytische Fiahigkeit 
gepriift, scheint die Diphtheriebazillen nicht untersucht zu haben. 

Die Bedeutung der Eiweifspaltung fiir die Ziichtung der 
Diphtheriebazillen wurde bereits in einer friiheren Arbeit aus dem 
hiesigen Laboratorium hervorgehoben (Davide und Dernby 1921). 
Dabei stellte sich heraus, daB es vorteilhaft war, die Nahrbouillon 
im voraus durch Trypsin zu spalten. In solchem Falle wird das 
Wachstum iippiger und starker als bei der Benutzung von un- 
gespaltener Bouillon. Dieser Befund kénnte auf einen gewissen 
Mangel an proteolytischen Enzymen bei den Diphtheriebazillen 
deuten, und diese Frage werden wir auch hier behandeln. 

Eine andere wichtige Frage, die mit der proteolytischen Tiatig- 
keit der Diphtheriebazillen zusammenhangt, ist die Beziehung 
zwischen der Steigerung der Alkalinitat und der Toxinbildung 
wahrend der Ziichtung. Zuerst steigt die Toxizitit parallel mit der 
Alkalinitat, aber bei einem gewissen Punkte erreicht die Toxizitat 
ein Maximum und sinkt dann schnell, waihrend die Alkalinitaét noch 
weiter steigt. 

Im folgenden nehmen wir dasselbe Problem auf, aber unter 
einem anderen Gesichtspunkt. Wir betrachten nicht die erhdhte 
Alkalinitaét an und fiir sich als die primaire, sondern als eine 
sekundire Erscheinung, die selbst durch die proteolytische Tatigkeit 
der Diphtheriebazillen bewirkt wird. Unser Arbeitsplan bezweckt, 
die Beziehung zwischen der proteolytischen Tatigkeit der Diphtherie- 
bazillen und der Zerstérungseinwirkung des Toxins zu studieren. 

In der neuerdings erschienenen Arbeit von Walbum (1922) tiber 
das Diphtherietoxin ist die Frage von den proteolytischen Erscheinungen 
der Diphtheriebazillen nicht angeschnitten worden. Auch nicht in 
den Arbeiten von Abt und Loiseaw (1922) oder von Hartley (1922). 


Il. Versuchsmethodik. 


Betreffs der Versuchsmethodik kénnen wir uns kurz fassen, da die 
meisten hier von uns gebrauchten Methoden schon in friiheren Arbeiten 
beschrieben sind. 

Bereitung der Ndhrbouillon. Die in der vorhergehenden Mitteilung 
(Dernby und Siwe, 1922) erwihnte Kalbsbouillon, die mit Hefe vergoren 
und durch Trypsin gespalten ist, haben wir auch hier benutzt. 


Reagens auf proteolytische Enzyme. 
Gelatineprobe. Wir haben uns der Fermischen Methode in der Modi- 
fikation von Palitzsch und Walbum bedient. In einer friiheren Arbeit 
ist dieselbe ausfiihrlich beschrieben (Dernby, diese Zeitschr. 1917). In 
Tabelle I geben wir ein Beispiel von der Zusammensetzung der Gelatine- 
mischungen. 
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Tabelle I. 
Zusammensetzung der Gelatinemischungen. 
Die Gelatinelésung enthielt 14°/, Gelatine und 0,5°/, Thymol. 
10cem Gelatine + HCl oder NaOH + Wasser = 12 ccm. 





: NHCI n NaOH H,O 
Nr. ccm ccm ccm Pu 
i 1.0 1.0 3.0 
2 0,2 18 4.0 
3 2.0 48 
4 0.04 1.96 55 
5 0.1 1.9 6.3 
6 0,2 18 7.0 
7 0.3 Li 8.3 


Die in diesbeziiglichen Tabellen angegebenen Zahlen bedeuten: 


0 = ganz starr, 

1 Oberfliche beweglich, 

2 = kleine Stiicke kénnen losgeriittelt werden, 
3 = stark beweglich, 

4 = dickfliissig, 

5 = fliissig, 

6 leicht flissig. 


Peptonprobe. Die Peptonprobe wurde in der Weise ausgefiihrt, dab 
identischen Peptonlésungen durch Zusatz von Salzsiiure oder Natronlauge 
ungleiche Wasserstoffionenkonzentrationen erteilt wurden. 

Tabelle II gibt ein Beispiel einer solchen Priaparation. 


Tabelle II. 
Zusammensetzung der Peptonmischungen. 
10 cem 4proz. Pepton (Witte) + HCl oder NaOH + Wasser = 40 ccm. 
Chloroform und Toluol als Antiseptikum. 





n NaOH n HCl 


Nr ons pee Pu Bemerkungen 
l 0.6 3.0 
2 0, 0 . i 
P 4,0 Etwas triibe 
3 4,7 | 
+ 0.04 55 
5 0,08 6,2 
6 0,2 7.1 
7 0.3 77 
8 05 8.5 


Die Spaltung des Peptons wurde durch die Sdérensensche Formol- 
methode verfolgt (s. Jessen-Hansen, 1911, und Dernby, 1917). Alle Proben 
wurden zuniichst unter Anwendung von Phenolrotpapier als Indikator 
auf pq = 7,0 bis 7,2 gebracht, dann die neutralisierte Formolmischung 
zugesetzt und zuletzt mit n/10 NaOH bis zur Rotfairbung des o-Kresol- 
phthaleins titriert. Die vorhandenen Mengen von Phosphor- und Kohlen- 
siure wurden nicht beseitigt, was tibrigens kaum notig ist, da es sich iiberall 
nur um relative Messungen handelt. 
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Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Hierfiir wurde die elektrische Methode in der Michaelisschen Aus- 
fiihrung und die kolorimetrische nach Sdrensen, jedoch mit den Indikatoren 
von Clark und Lubs, angewendet. Wegen Einzelheiten s. Dernby und 
Allander, 1921. 


Ill. Proteolytische Spaltung der Nihrbouillon wiihrend des Wachstums. 

Schon laingst haben wir bemerkt, dali das fertige Diphtherie- 
toxin reicher an Aminostickstoff ist als die urspriingliche Bouillon, 
und dieser Befund deutet auf das Vorhandensein von proteolytischen 
Enzymen in den Diphtheriebazillen hin. 

In Tabelle III haben wir einige von unseren letzten Toxin- 
nummern in dieser Hinsicht gepriift und mit der Formolmethode 
den Gehalt an Aminostickstoff bestimmt. 

Gleichzeitig versuchten wir, den KEiweiSgehalt abzuschitzen. 
Da die in der Bouillon vorhandenen Eiwei®stoffe zu einem groBen 
Teil aus Keratinen u. dgl. bestehen, ist es nicht leicht, eine ein 
wandfreie Methode zu erhalten. Wir haben Spieglers Reagens 
(HgCl, + Seignettesalz) benutzt, in Zentrifugenréhrchen mit gra- 
dierter Spitze 3cem von Spieglers Reagens gegossen, dann 2 ccm der 
Bouillon, kraftig geschiittelt, 15 Minuten stehen gelassen und dann 
zentrifugiert und die Menge des Prazipitats abgelesen. Um _ keine 
falsche Genauigkeit anzugeben, bezeichnen wir die EiweiBmengen 
nur mit +, + und 0. Jedenfalls sehen wir diese Methode gar 
nicht als eindeutig an, sondern legen das Hauptgewicht auf die 
Formolmethode!). 


Tabelle I1l. 
Proteolytische Spaltungen in verschiedenen Bouillons. 
Samtliche Gaben Toxin. Genommen nach 8 bis 11 Tagen. 





Aminostickstoff Mi , 
gee : :. Mit Spieglers Reagens 
; Pu (in cem n/10 NaOH fallbares Eiweifs 
Nr. pro 10ccm Bouillon) 
Initial Nachher Initial Nachher Initial Nachher 
182 7,3 8,1 10.6 11,2 +. 
183 7,4 8.0 8.6 11,4 
184 7.5 8.0 8,2 13,2 
185 7.4 8,1 5,1 6.8 + 
186 7,2 8.1 4.6 6.5 , 
187 74 8,2 5.8 7.6 { + 


1) In einer jetzt erschienenen Arbeit hat Kendall (1922) zu demselben 
Zweck mit gutem Erfolg die Methode von Folin und Wu (1919) (Fallung 
des EiweiBes mit Natriumwolframat) benutzt. Bei der Fortsetzung dieser 
Arbeiten werden wir auch diese Methode anwenden. ‘ 





— -» 








Pu = 8,3 geschwankt, alsosind . 
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Tabelle IV. 
Proteolytische Spaltung der Bouillon waihrend des Wachstums. 
Toxin Nr. 186. Stamm Kling B. Bei 37°. 





Nac RNS Mit Spieglers Reayens 
Tagen PH pri othe Ge te: fallbares Eiweif 
6 pro 10cem Bouillon) ' 





0 7,2 4.6 
2 7,2 4.6 
4 7,4 4,7 
6 at 5,1 
8 8,0 5,8 
10 8,2 6,5 + 
12 8.3 6.6 
16 8.5 6.7 
20 8.5 6,8 (+) 
Samtliche Proben zeigen, ” 
daB der Aminostickstoff ver. ~[ | | | 
mehrt ist, in einigen Fillen py, ccepeeeenpeeess e 
sogar sehr betrachtlich. Auch | oy 
: ; i 80 } 4 1 , LA. + + + | 
sind die durch Spieglers Re- 
| 
agens fillbaren Stoffe deut- WA, 
lich vermindert. Die Reaktion ional 
swischen Po = 7,2 bin § 7 9 6 DEKH HD 


.~ 
Ww 


In Tabellen IV und V 
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rationen von einem Tag zum & x59 
S 
andern verfolgt. Abb. 1 re- § °,, g 
prasentiert Tabelle IV gra- 2 age 
phisch. Abb. 1 


Tabelle V. 
Proteolytische Spaltung der Bouillon wiahrend des Wachstums. 
Toxin Nr. 187. Stamm Kling B. Bei 37°. 





Nes Aminostickstoff 
ree Pu (in com n/10 NaOH 
pro 10 ccm Bouillon) 


Mit Spieglers Reagens 


h 
Tagen fallbares Eiweifi 


0 7.4 5.8 

3 1,6 6.0 

5 7.6 6,2 } 

7 7.8 6.9 + 
9 8.0 75 + 
11 8,2 7.6 

14 8,¢ 7.8 
19 8.3 79 
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Ks ist auffallend, dai wihrend der ersten (bis zum fiinften) 
Tage nur sehr unbetrachtliche meBbare Veriinderungen der Nahr- 
bouillon eintreten. py steigt nur sehr maBig, der Gehalt an Amino- 
stickstoff ist nahezu konstant und das Eiwei8 scheint auch intakt 
zu sein, obgleich schon am zweiten Tage eine kriftige Hautchen- 
bildung eingetreten ist. 

Aber nach dem fiinften Tage veriindert sich das Bild. Das 
Wachstum ist der Hauptsache nach zum Stillstand gekommen, und 
man darf wohl annehmen, dafs nun der Zerfall der Zellen beginnt. 
Pu steigt sehr rasch von einem Tag zum andern, das Eiweifs 
nimmt ab und der Gehalt an Aminostickstoff steigt. Nach etwa 
15 Tagen scheinen jedoch siimtliche Reaktionen gehemmt und es 
tritt Gleichgewicht ein. 

Wie allgemein bekannt ist, nimmt die Giftigkeit zuerst zu, 
passiert einen kritischen Punkt und sinkt dann. Diese Tatsache wird 
in Abschnitt VIII besprochen. 


IV. Versuche iiber extrazelluliir wirkende Enzyme. 

In vielen friiheren Arbeiten ist gezeigt, daB das Filtrat von ge- 
wissen Bakterienkulturen starke proteolytische Wirkungen aufweist. 
Hier haben wir durch Berkefeld-Kerzen filtriertes Diphtherietoxin in 
derselben Weise gepriift. Es wurden mehrere verschiedene Priipara- 
tionen untersucht. 

Gelatineprobe. In keinem Falle konnte beobachtet werden, dab 
Diphtherietoxin, selbst in grofBen Mengen, Thymolgelatine in einer 
Pu-Zone von py = 3 bis py = 9 zu verfliissigen vermochte. 

Peptonprobe. Diese Probe fiel nicht immer so eindeutig aus, 
wie die Gelatineprobe. Méglicherweise war nach 24 Stunden in 
den Rohrchen mit Reaktionen von py = 5 bis py = 8 eine kleine 
Vermehrung des Aminostickstoffes eingetreten. Aber wenn die 
Fehlergrenzen der Formolmethode und die sehr kleinen positiven 
Ausschlige in Betracht gezogen werden, so ist man berechtigt zu 
konstatieren, daB hier nur schwache proteolytische Enzyme nachzu- 





weisen waren. 


V. Versuche iiber die Endoenzyme der Diphtheriebazillen. 

Als Material fiir diese Untersuchungen benutzten wir zerriebene 
und autolysierte Bazillen: 

10 Liter Nahrbouillon, worin Diphtheriebazillen 10 Tage bei 37° ge- 
wachsen waren, wurden mit Toluol getétet, abfiltriert und bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. Die noch feuchte Masse (etwa 5 g) wurde in einer 
Achatschale kriaftig zerrieben, dann mit Chloroform und Toluol tiber Nacht 
in den Brutschrank bei 37° gestellt, dann wieder zerrieben und mit Wasser 
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verdiinnt, bis eine homogene Suspension entstand. Diese Suspension 
wurde als Enzympriparat benutzt, und zwar haben wir zwei verschiedene 
benutzt, die wir a und b nennen. a enthielt 4,5mg, b 7,6 mg Totalstickstoff 
pro Kubikzentimeter. 

Wenn sehr kleine Mengen der Suspension zugesetzt waren, 
wurde die Gelatine nur sehr schwierig verfliissigt, wie Tabelle VI 
zeigt. Die gréBte Wirkung scheint im sauren Gebiet zu liegen; das 
wiirde auf pepsinihnliche Enzyme hindeuten, aber die Wirkungen 
sind so gering, daf wir es fiir das sicherste halten, keine weiteren 
SchluBfolgerungen aus diesem Experiment zu ziehen. Die Verhalt- 
nisse liegen hier aihnlich wie bei den Tuberkelbazillen ‘siehe Dernby 
und Ndslund). 

Tabelle VI. 
Diphtheriebazillen auf Gelatine. 
Priiparat a, enthaltend 4,5 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter. 
5ecem Gelatine + 0,2 cem Bazillenemulsion. 'Temperatur 37°. 





Verfliissigungsygrad 
Nr. Pu nach 6 Stunden ‘ nach 24 Stunden 


+ Bazillen Kontrolle + Bazillen Kontrolle 


] 3.0 0 0 4% 2? 
2 4.0 0 0 3 0 
3 4.8 0 0 l 0 
4 55 0 0 0 0 
5 6,3 0 0 0 0 
6 7.0 0 0 0 0 
7 8.3 0 0 0 0 
. Tabelle VII. 


Diphtheriebazillen auf Gelatine. 
Praparat b, enthaltend 7,6 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter. 
5 cem Gelatine + 1 cem Bazillenemulsion. Temperatur 37°. 





Verflussigungsgrad 


Nr. PH nach 6 Stunden nach 24 Stunden 
+ Bazillen  Kontrolle + Bazillen Kontrolle 
| 3.0 4 0 4? 2? 
2 4.0 2 0 3 6 
3 4.8 l 0 3 0 
4 5.5 l 0 3 0 
5 6.3 0 0 5 0 
6 7.0 0 0 5 ot) 
7 8.3 0 0 5 0 


In Tabelle VII haben wir mit einer bedeutend gréBeren Bazillen- 
menge gearbeitet. In diesem Falle wird die Gelatine auch in den 
neutralen und alkalischen Réhrchen  verfliissigt. Das Optimum 
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scheint ungefahr am Neutralpunkt zu liegen. Demnach wiirde das 
Enzym zur Tryptasegruppe gehéren wie die meisten Bakterien- 
proteasen (siehe Dernby, 1921). 

Dagegen ging die Spaltung von Pepton mit Leichtigkeit vor 
sich. Wir reproduzieren hier einen unserer Versuche, der sehr 
deutlich das Vorhandensein eines tryptaseaihnlichen Enzyms zeigt 
(siehe Tabelle VIII). 

Tabelle VIII. 
Diphtheriebazillen auf Pepton. 


10 cem Pepton + 0,5 cem Praparat a. 16 Stunden bei 37°. 





Freigemachter Aminostickstoff 
Nr. Pu in com n/10 NaOH pro 20 ccm 
Losung ausgedrickt 


l 3.0 0 

2 4.0 0 

3 4,7 0.3 
4 5,5 0,7 
5 6,2 1.8 
6 7,1 18 
7 tt L2 
8 8.5 0.3 


Betreffs der Sterilitatsfrage bei diesen Experimenten ist es 
selbstverstandlich, da bei den vielen Manipulationen mit den 
Bazillen eine absolute Sterilitaét nicht vorhanden war. Doch ist 
iiberall Toluol, Chloroform und Thymol in geniigender Menge zu- 
gesetzt, um das Wachstum fremder Mikroorganismen zu verhindern. 
Die Kontrollproben zeigen ja auch keine Infektion. 

Die SchluBfolgerung aus diesen Versuchen ist also, dab man 
in den autolysierten Diphtheriebazillen mit Sicherheit Endoenzyme 
von Tryptasenatur nachweisen kann. 

In bezug auf proteolytische Tatigkeit miissen also die Diphtherie- 
bazillen als sehr wenig aktiv bezeichnet werden und rangieren in 
eine Klasse mit Pneumokokkus (Cullen and Avery), Tuberkelbazillen 
(Dernby und Naslund), gewissen Staphylokokken u. a. 

Es unterliegt jedenfalls keinem Zweifel, daB es diese Enzyme 
sind, die die erwihnte Spaltung der Nahrbouillon hervorrufen. 


VI. Die Bedeutung der Eiwei8spaltung fiir das Wachstum der Diphtherie- 
bazillen. 

Wir haben im vorhergehenden gezeigt, daB die proteolytischen 
Enzyme der Diphtheriebazillen als ,,Endoenzyme zu bezeichnen sind, 
die nur beim autolytischen Zerfall der Mikroorganismen frei werden. 
Und zwar sind die hierbei gebildeten Tryptasen viel weniger aktiv 
als diejenigen von B. Proteus, B. Subtilis usw., die wohl besser ,,Ekto- 
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enzyme genannt werden sollten. Ubrigens sind wir der Meinung, 
daB der Unterschied zwischen .,Endo-‘* und ,,Ekto‘“‘enzyme mehr 
quantitativ als qualitativ ist. 

Man kénnte daher erwarten, daB die Diphtheriebazillen in N H,- 
reichen Nihrbéden besser wachsen wiirden als in solchen, die arm 
daran sind. In der Tat ist in der genannten Arbeit von Davide 
und Dernby bereits gezeigt worden, dafi die Bazillen in mit Trypsin 
gespaltener Bouillon viel besser als in gewohnlicher gedeihen. 

Wir haben hieriiber einige einfache Versuche gemacht, die dies 
klar beleuchten. 

In Tabelle IX ist ein Versuch wiedergegeben, in dem Gelatine 
als Nahrsubstrat diente. Es wurde eine 4 proz. Lésung von Gelatine 
hergestellt und in zwei Portionen, a und b, eingeteilt. a wurde 
in den Eisschrank gestellt, zu b wurde eine kleine Menge Trypsin- 
lésung und so viel NaOH zugesetzt, dab py = 8,0 wurde. Diese 
Portion blieb tiber Nacht im Brutschrank bei 37°. Dann wurde 
durch Formoltitrierung der NH,-Gehalt bestimmt. Sowohl zu a 
als zu b wurde jetzt so viel NaOH zugesetzt. da®B in beiden 
pu = 7,4 wurde. Dann wurden Mischungen von a und b, wie in 
Tabelle IX angegeben, bereitet und zu je 10cem in Rohrchen gefiillt. 
Ks zeigte sich aber, da Diphtheriebazillen in Niahrlésungen, die 
nur Gelatine oder deren Spaltprodukte enthalten, durchaus nicht 
wachsen wollen. Daher wurde in jedes Réhrechen noch | cem eines 
Kochextraktes von 10g Hefe in 100ccm Wasser eingefiillt, um 
die nétigen wachstumsférdernden Substanzen hinzuzufiigen.  Als- 
dann wurden die Réhrchen wie gewohnlich sterilisiert. Auch wurden 
Kontrollversuche nur mit Gelatinemischungen gemacht, ebenso solche 
mit Hefeextrakt allein. 


Tabelle 1X. 
Wachstum der Diphtheriebazillen in verschieden tief gespaltenen Gelatine- 
mischungen. 





a) 9cem Gelatinemischung + 1 cem Wasser. 
b) 9cem Gelatinemischung + | cem Hefenextrakt. 
Temperatur 37°. Stamm Kling B. py iiberall 7,2 bis 7,4. 
Mischungsverhaltnis Wachstum nach 4 Tagen 
Nr. 
Nat. Gelatine | Gesp. Gelatine a b 

l 100 0 0 

2 75 25 0° + 

3 50 50 0 

4 25 0 0 

5 100 0 


Hefeextrakt allein 0 0 


~ 
oo 
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Tabelle IX zeigt, daB nur in den Hefeextrakt enthaltenden 
Mischungen Wachstum eintrat. Dasselbe war jedoch nicht sehr 
iippig. Jedenfalls miissen solche Mischungen zur Erwerbung des 
Wachstums frische Extraktivstoffe enthalten. In den drei NH,- 
reichsten Réhrchen war das Wachstum am besten, in den nur aus 
Gelatine bestehenden Proben dagegen nahezu gleich Null. Es scheint 
also, als ob die Diphtheriebazillen sich in NH,-reichen Substanzen 
besser entwickeln kénnen. 

In Tabelle X ist ein Versuch wiedergegeben, in dem Kalbs- 
bouillon ohne Zusatz von Pepton als Substrat benutzt wurde. 

Die fiir diese Versuche benutzte Kalbsbouillon wurde folgendermaBen 
hergestellt: 3kg zerkleinertes Kalbfleisch wurde in 4 Liter Wasser ein- 
getragen, tiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen, darauf 3 Stunden 
lang bei 60 bis 70° digeriert, aufgekocht und durch ein Siebtuch und Papier 
filtriert. Die Bouillon wurde in zwei Teile, A und B, geteilt. A blieb un- 
verindert, wahrend zu B 0,5 g Trypsin zugesetzt wurden. B blieb iiber 
Nacht im Brutschrank, wobei eine tryptische Spaltung eintrat. Die ge- 
spaltene Bouillon wurde dann nochmals filtriert und sowohl A wie B mit 
NaOH neutralisiert. A hatte py = 7,6 (weil py hier bei der Sterilisierung 
etwas sinken wiirde) und B py = 7,3. Es wurden Mischungen, wie Tabelle X 
angibt, gemacht und sterilisiert. py war in simtlichen Réhrehen gleich 
und betrug etwa 7,3. 

Tabelle X. 
Wachstum der Diphtheriebazillen in verschieden tief gespaltenen Bouillons. 

20 cem Bouillon fiir jede Probe benutzt. Stamm Kling B. Tempe- 

ratur 37°. py tberall zwischen 7,2 bis 7,4. 





Mischungsverhaltnis ye neg Wachstum nach 
Nr. auf Totals || Bemerkungen 
Nat. Gesp. | Stickstoff) || 24 48 72 96 
Bouillon | Bouillon Oy Stunden Stunden Stunden | Stunden 
1 100 — 12 0 0 + + 
2 90 10 15 0 0 o + 
3 70 30 25 0 0 ' 
4 50 50 30 0 os tot 
5 30 70 45 | pt |p44 1 1) | Keine dieser Bouillons 
4 C - { enthielt nach 8 Tagen 
6 10 90 51 t ot 1 Saas ate oe he Re eee | brauchbares Toxin. 
7 100 54 + + $+ 4-)4 4-4 


Aus Tabelle X geht hervor, daB das Wachstum in den an 
Aminostickstoff reichsten Rohrchen am schnellsten begann, wihrend 
in der ungespaltenen Bouillon tiberhaupt kein Wachstum eintrat. 
Die Diphtheriebazillen brauchen zu ihrem Wachstum Aminostickstoff, 
und da extrazellular witkende Enzyme fehlen, kénnen sie die Peptid- 
bindungen nicht spalten. 

Janz anders ist das Bild, wenn wir Bakterien wie Subtilis, 
Proteus u. a. vor uns haben, die stark wirkende extrazellulare proteo- 
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lytische Enzyme produzieren. Diese Bakterien kérmnen sich sehr gut 
auf ungespaltener Gelatine oder Bouillon entwickeln. 

Es verdient noch erwihnt zu werden, da® in diesem Falle die 
Bazillen, auch wenn sie gut wuchsen, kein Toxin produzierten (in 
Tabelle X Nr. 4 bis 7). 

Wir entnehmen diesen Versuchen den praktischen Wink, daB es 
fiir das Wachstum vorteilhaft ist, die Nahrbouillon zur Ziichtung von 
Diphtheriebazillen vorher so weitgehend wie mdglich gespalten zu 
haben. Ob eine dergleichen tiefe Spaltung fiir die Toxinbildung niitz- 
lich ist, ist daher nicht sicher. Diese Frage wird aber in einer 
folgenden Arbeit untersucht werden. 

Welche speziellen Aminoséuren fiir die Toxinbildung besonders 
wichtig sind, ist ein Problem, das seither noch ungelést ist. Wir 
verweisen auf einige Versuche von Davis and Ferry, welche behaupten, 
daB besonders Cystin hierbei wichtig ist. Es bedarf noch langer 
und mithsamer Untersuchungen, ehe diese wichtigen Fragen geldst 
werden kénnen. In Walbwms erwaihnter Arbeit sind einige sehr 
anerkennenswerte Versuche iiber die Bedeutung der Zusammensetzung 
des Peptons enthalten }). 


Vil. Die Einwirkung von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherietoxin. 

Uber die Einwirkung von proteolytischen Enzymen auf das 
Diphtherietoxin liegen in der alteren Literatur mehrere Angaben vor, 
so Zz. B. Gamaleia (1892), Gibier (1896), Charrin (1896), Lefevre (1898), 
Ransom (1898), Sieber und Schoumow-Simanowski (1898) und Carriére 
(1899) haben gezeigt, daB die Verdauungsenzyme sowohl in vivo wie 
tn vitro das Diphtherietoxin zerstéren. Eine entgegengesetzte Meinung 
vertritt nur Repin (1892). 

Emmerich und Léw (1899) haben gezeigt, daB das proteolytische 
Enzym, welches in Pyocyaneus-Kulturen anwesend ist, das Diphtherie- 
toxin zerstéren kann. 

Wir haben einige Versuche hieriiber angestellt und als Enzym- 
praparat teils Trypsin, teils autolysierte Diphtheriebazillen angewendet. 

Die Trypsinversuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt: Zu 
bereits fertigem, starkem Toxin wurde eine gewisse Menge Trypsin 

1) Bei Beurteilung diesbeziiglicher Fragen muB man alle denkbaren 
Faktoren in Betracht ziehen, andernfalls kann man zu den _ eigentiim- 
lichsten SchluBfolgerungen kommen,. wie z. B. eine amerikanische For- 
scherin, H. L. Wilcox (1922), welche behauptet, da der Gebrauch von 
Wittepepton schuld daran sei, dafi ihre Diphtheriestémme ihr ‘loxin- 
produktionsvermégen verloren hiatten. Da sie weder den Zuckergehalt, 
die Wasserstoffionenkonzentration noch andere chemische Faktoren unter- 
sucht hat, ist es selbstverstindlich, dai der Wert ihrer Befunde auberst 
gering anzuschlagen ist. 
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(Merck) zugesetzt und mit Toluol als Antisepticum in den Brut- 
schrank gestellt. Gleichzeitig wurde ein Kontrollversuch ohne Trypsin 
angesetzt. Tabellen XI und XII zeigen zwei solche Versuche. 


Tabelle XI. 
Zerstorung des Toxins durch Trypsin. 
a) Toxin Nr. 186. 
b) 40 cemd:0 0,05 g Trypsin. 16 Stunden bei 37°. Toluol zugesetzt. 





Formolstickstoff Min. tédl. Dose 
Nr Pu in com n/10 fur 250 g Meers 
NaOH p. 10 com schweinchen 
a 8.0 5.8 0,004 eem 
b 7.3 10.2 > 0,02 
(Keine 
Infiltration) 


Tabelle XII. 
Zerstorung des Toxins durch Trypsin. 
a) Toxin Nr. 186. 
b) 40cemd: 0 + 0,1 g Trypsin. 40 Stunden bei 37°. Toluol zugesetzt. 





Formolstickstoff Min. tédl. Dose 
Nr. Pu in cem n/10 fiir 250 g Meer 
NaOH p. 10ccm schweinchen 
a 8.0 , 5,8 0,004 cem 
b 6.9 11.4 > 0,02 
(Keine 


Infiltration) 


Daraus geht hervor, daf das Trypsin das Toxin sehr stark 
schwichen kann. Auch ist die Toxinbouillon sehr stark gespalten 
worden. Aber hieraus kann man gewif nicht schlieBen, dab das 
Toxin selbst EiweiBnatur haben mu, sicher ist dagegen, daB ein 
proteolytisches Enzym das Toxin zerstéren kann. 

In Tabelle XIII und XIV zeigen einige Versuche, in denen 
zerriebene und autolysierte Diphtheriebazillen zum Toxin zugesetzt 
wurden. Die Herstellung der Bazillensuspension wurde bereits in 
Abschnitt V_ beschrieben. 


Tabelle XIII. 
Toxin + Diphtheriebazillen. 
a) Toxin Nr. 186. 
b) 20 cem d:0 + 5cem zerriebene Bazillen. 16 Stunden bei 37°. 
c) Bazillensuspension. 





Nr. Min. tédliche Dose fiir 250g Meerschweinchen 
a 0,004 cem 
b c:a 0,008 


c 1.5 
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Tabelle XIV. 
Toxin + Diphtheriebazillen 
a) Toxin Nr. 188. 
b) 20cem d:0 + 5cem autolysierte Bazillen. 20 Stunden bei 37°. 





Min. todliche Dose 


. oe 
Nr. fur 250g Bemerkungen 
Meerschweinchen 


a 0.005 cem Fir 0,015 ccm Tier nach drei Tagen gestorben 
b 0012... » O01, Tier lebt aber mit Infiltration 


Tabelle XV. 
Toxin + Diphtheriebazillen. 
a) Toxin Nr. 190. 
b) 20cem d:0 + 5cem autolysierten Bazillen. 16 Stunden bei 37°. 





Min. tédliche Dose 
Nr. fur 250g Bemerkungen 
Meerschweinchen 


a < 0,001 cem Fur 0,001 com Tier nach 36 Stunden gestorben 
b » 0.004 .. » 0,004 ,, Tier lebt. Héhere Konz. nicht gepruft 


Auch hier kénnen wir eine sichere Hemmung konstatieren. Ob 
es die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen oder andere 
Autolysenprodukte sind, die diese Zerst6rung bewirken, ist schwer zu 
sagen. Am einfachsten ist wohl die Annahme, dal die proteolytischen 
Enzyme daran schuld sind. 


VIII. Die Beziehung zwischen Wasserstoffionenkonzentration, den proteo- 
lytischen Enzymen und der Bildung des Toxins. 

In einer Arbeit von Dernby und Lundgren und ebenso auch in 
dem umfassenden Werk von Walbum (1922) ist die Stabilitat des 
Diphtherietoxins bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
ermittelt worden. In Abb. 2A ist 























diese charakteristische Kurve wieder- 
gegeben. . 
Es ist also nicht wahrscheinlich, & 
‘ . : Ss 
daB die OH-Ionen an und fiir sich, 85% 6 70 
. © Sto . | F eee o a 
wenn die Alkalinitit unter py = 9 liegt, &| | 
sie cea fs dil: x | @ 
das Toxin in kurzer Zeit zerst6éren. R] if 
Aber in der Praxis hat man andere | f 
Erfahrungen gemacht, was spiiter dis-  5~9"¢ = 9, 


kutiert wird. Abb. 2. 
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Abb. 3 reprasentiert einen Versuch von Davide und Dernby') iiber 
die Beziehung zwischen Inkubationszeit, Toxingehalt und py. py 
in der Nahrbouillon war anfangs 7,2, stieg dann mit der Zeit. Am 
achten Tage war py = 8 und die Toxinmenge hatte ihr Maximum. 
Steigt py weiter, so sinkt die Toxin- 























9,0 5 
menge. 
Pn Wenn man aus diesen Befunden 
os | eine Kurve (Abb. 2 B) fiir die Stabi- 
litit des Diphtherietoxins bei ver- 
schiedenem py konstruieren wollte, 
wiirde man eine ganz andere, und 
ses se ; ah, AP : 
lage zwar eine viel steiler abfallende 
ccm a . : 
2» 00005 ) erhalten als diejenige in Abb. 2A. 
i 7% Ak , A 
& $8o007 }+—+ || Nees | Diese auf verschiedenen Wegen 
eae . . . 
g82 ermittelten Beziehungen zwischen 
Ss 80.005 -— i | XC pagar ae 
gs ¢ Poxinstabilitét und py stehen also 
204 6 8 0 t%, %4 in scheinbarem Widerspruch zu- 
Abb. 3. einander. 


Die Beziehung zwischen der erhéhten Alkalinitaét und der Toxin- 
bildung ist wiederholt in der Fachliteratur diskutiert worden. 

Schon Spronck (1895) hat drei Wachstumstypen aufgestellt. 
Madsen, der diese Fragen ausfiihrlich studiert hat, konnte nur die 
Typen A und B nachweisen. 





A. EnthaJt ziemlich | Wachstum Die Reaktion wird und Kein Toxin 


viel Zucker spirlich bleibt sauer 
B. Enthalt wenig Wachstum Die Reaktion wird zuerst | Toxin kann ers 
Zucker gut sauer, aber schligt um _ W#"tet werden 


und wird alkalisch 


C. Enthalt keinen Wachstum Die Reaktion wird nur Toxin kann ers 
Zucker gut alkalisch wartet werden 


Die anfiaingliche Saiuerung des Mediums beruht offenbar auf der 
Anwesenheit des Zuckers. Aber wie erklirt sich die Verschiebung 
der Reaktion nach der alkalischen Seite’? Es kann keine andere 
Erklarung gegeben werden, als da diese Verschiebung von den 
proteolytischen Vorgingen herriihrt. Zu dieser Frage hat der eine 
von uns beiden (Dernby, 1917) bereits Stellung genommen. 


1) Wegen des in diesem Winter herrschenden groBen Mangels an Meer- 
schweinchen war es leider unmdglich, die Starke des Toxins tiglich zu 
prifen. Mit Erlaubnis des Herrn Dr. H. Davide teilen wir hier einen von 
ihm und dem einen von uns (Dernby) ausgefiihrten Versuch mit. Ubrigens 
stehen die vielen und sehr genauen Versuche von Walbum iiber die Be- 
ziehung zwischen Toxinbildung und py in gutem Einklang hiermit. 
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Aber nun kommt noch hinzu, daB diese gesteigerte Alkalinitat 
eine gewisse Rolle fiir die Toxinbildung spielt. Doch gehen Toxin- 
bildung und Aikalinitétserh6hung nicht ganz parallel. 

Schon Cobbel hat nachgewiesen, da die Alkalinitaéts- und Toxi- 
zititskurven in der ersten Zeit der Kultur parallel steigen, an einem 
gewissen Punkt aber divergieren, indem die Alkalinitaétskurve weiter 
steigt, wahrend die Toxizitétskurve sinkt. Es scheint also, als ob 
die gesteigerte Alkalinitét das Toxin zerstérte. 

Bunker (1919) hat diese Verhiltnisse eingehend studiert und be- 
hauptete, es gebe einen ,,optimalen py-Wert von py = 8,0 bis py = 8,2, 
bei dem die Toxinstarke maximal sei. Demnach sollte man durch 
Messen der py-Werte diesen optimalen Zeitpunkt der Toxinbildung 
bestimmen kénnen. Gegen diese Auffassung hat ein anderer amerika- 
nischer Forscher, Davis (1920), kraftig opponiert. Dieser geht jedoch 
in seiner Kritik reichlich weit und scheint der Meinung zu sein, 
da Messungen der Wasserstoffionenkonzentration bei der Ziichtung 
von Diphtheriebazillen nur eine sehr nebensichliche Bedeutung 
haben. 

Auch Abt und Loiseauw (1922) wenden sich gegen die Bunker sche 
Auffassung und meinen, daB die Wasserstoffionenkonzentration in 
keiner Beziehung zu der Kernbildung steht. 

Dagegen sind sowohl Walbum (1922) wie Hartley (1922) zu aihn- 
lichem Resultate wie Bunker gekommen. 

In den erwihnten Arbeiten von Dernby und Davide (1921) und 
Davide und Dernby (1921) ist die Beziehung zwischen Alkalinitits- 
steigerung und Toxinbildung des 6fteren erértert worden. In dieser 
Hinsicht haben wir die Resultate der oben genannten Autoren be- 
stiitigen kénnen. 

Beziiglich der Abb. 2 ist es klar, daB eine Zerstérung eintritt, 
wenn py gréBer als etwa 8 wird. Was ist die Ursache dieser 
Zerstérung? Aus Abb. 1 geht hervor, daB es die OH-Ionen an und 
fiir sich nicht sein kénnen. Die Zerst6érung muB daher auf irgend- 
welche anderen Faktoren zuriickzufiihren sein. 

Walbum auBert sich folgendermaBen iiber diese Frage : 

,,Man erhalt den Eindruck, daf es nicht immer und ausschlieb- 
lich die in der Kultur herrschende Wasserstoffionenkonzentration ist, 
die fiir die Zerstérung des Toxins verantwortlich gemacht werden 
kann. Es kénnen andere Faktoren sein, die bei diesem Vorgang 
mitwirken, dessen Bedeutung unter gewissen Umstianden gro8 sein 
kann.‘ 

Betreffs dieser anderen Faktoren haben die Resultate dieser 
Untersuchung zu der Ansicht gefiihrt, daB sie in den _ proteoly- 
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tischen Enzymen der autolysierten Diphtheriebazillen zu suchen 
sind’), 

Dadurch erklart sich unter anderem der oft konstatierte Sach- 
verhalt, dag in Bazillenleibern nur sehr geringe Mengen Toxin zu 
finden sind. 


IX. Schlubfolgerungen. 


1. Bei der Ziichtung von Diphtheriebazillen in Bouillon werden 
die EiweiBstoffe und Peptone derselben gespalten. Diese Spaltung 
beginnt nicht von vornherein mit dem Wachstum, sondern tritt erst 
nach 4 bis 6 Tagen ein, wenn die Diphtheriebazillen wahrschein- 
licherweise autolytisch zerfallen. 


2. In filtrierter Bouillon, in der Diphtheriebazillen geziichtet 
sind (also ,,Diphtherietoxin’), sind keine oder nur sehr schwache 
proteolytischen Enzyme vorhanden. Die Diphtheriebazillen besitzen 
also keine solchen extrazellular wirkenden Enzyme wie z. B. B. subtilis, 
B. Proteus usw. 

3. In zerriebenen und autolysierten Diphtheriebazillen kénnen, 
wenngleich nur verhialtnismaBig schwach wirkende, proteolytische 
Enzyme nachgewiesen werden, die sowohl Gelatine verfliissigen als 
auch Pepton spalten. Das Optimum fiir die Peptonspaltung liegt 
zwischen py = 6,0 und py = 7,0. Sie sind also zur Tryptasegruppe 
zu zihlen. 

4. Das Nichtvorhandensein von kraftigen extrazelluliren Enzymen 
deutet darauf hin, daf es vorteilhaft ist, fiir das Wachstum der 
Diphtheriebazillen eine an Eiweifspaltprodukten reiche Nahrbouillon 
zu verwenden. 


5. Es ist wahrscheinlich, daS8 die Zerstérung des Diphtherie- 
toxins, wenn die Ziichtung zu lange erfolgt ist, nicht in erster Linie 
durch die erhdhte Alkalinitét, sondern durch die autolytischen 
Enzyme der zerfallenden Mikroorganismen bewirkt wird. 


Zuletzt ist es uns eine Freude, dem Direktor des Laboratoriums, 
Dr. Carl Kling, unseren Dank fiir das Interesse, das er an dieser 
Arbeit gezeigt hat, auszusprechen. 


1) Eine besondere Stiitze fiir die von uns ausgesprochene Theorie, dab 
es nicht die vermehrte Alkalinitaét, sondern die autolytischen Enzyme 
sind, die das Toxin zerstéren, liefern Walbwms Kurven XXVI und XXIX 
(S. 138), nach denen ein Toxin schon bei einem py-Wert zwischen 7 und 
8 geschwacht wird. In diesem Falie kann daher von dem zerstérenden 
“influB der OH-Ionen keine Rede sein. 
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Untersuchungen iiber die Leberkatalase. 


Von 


Peter Rona und Aristia Damboviceanu. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 8. August 1922.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kine bessere Kinsicht in die physiologische Bedeutung der Katalase- 
wirkung ist erst durch die neueren Untersuchungen vor allem von 
Wieland*) und Thunberg*) angebahnt worden. Das Studium des 
Verlaufs der fermentativen Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds selbst 
hat trotz der vielfachen eifrigen Bearbeitung dieses Gebietes erst 
durch die Untersuchungen von Sérensen*), Michaelis und Pechstein*) 
und letzthin von Morgulis®) eine wesentliche Foérderung erfahren. 
Namentlich die letztgenannte Arbeit bildet den Ausgangspunkt fiir 
die vorliegende Untersuchung, die die Grundlage fiir ein exaktes 
Studium der Giftwirkung auf die Katalase geben soll. 


Zuniichst wurde ausschlieBlich die Katalase aus Kalbsleber untersucht. 
1, kg Kalbsleber wird mit Seesand und Kieselgur in einem Morser 
griindlich verrieben, mit 300 cem 93proz. Alkohol verriihrt und die Masse 
nach einer Viertelstunde durch ein Tuch gepreBt. Der PreBkuchen wird 
mit etwa 300 cem Wasser verriihrt, von neuem ausgepreBt und diese Opera- 
tion noch einmal wiederholt. Die beiden wiasserigen PreBsafte kénnen, 
mit Toluol gesattigt, im Eisschrank monatelang aufbewahrt als Stamm- 
lésung fiir die Katalaselésung benutzt werden. Die Messung der Katalase 
wirkung erfolgte entweder in ahnlicher Weise wie bei Morgulis durch 
Sammeln des entwickelten Sauerstoffs in einem Eudiometerrohr. Das 
Gemisch H,O,-Ferment befand sich dabei in einem Erlenmeyerkolben, 
der mittels eines Motors mit maBiger Geschwindigkeit horizontal bewegt 
wurde. Oder es wurde der zuriickbleibende H,O, mit Permanganat titri- 


1) Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 3327, 1913; 54, 2353, 1921. 
Vgl. auch Ergebnisse d. Physiol. 20, 477, 1922. 

2) Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 35, 163, 1917. Vgl. auch die 
zusammenfassende Darstellung in den Naturwissenschaften 10, 417, 1922. 

3) Diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 

4) Ebendaselbst 53, 320, 1913. 

5) Journ. of Biol. chem. 47, 341, 1921. 
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metrisch bestimmt Irgend ein Nachteil des gasanalvtischen Verfahrens 
gegentiber dem titrimetrischen konnte nicht gefunden werden'), und aus 


verschiedenen Griinden wurde die direkte Ablesung des entwickelten 


ct 


Sauerstoffs, die stets gut reproduzierbare, bei gleichartigen Bedingunger 
iibereinstimmende Werte lieferte, dem titrimetrischen vorgezogen 

I. Bevor die optimale H’-[onenkonzentration, als Grundlage fiir 
die spateren Versuche, einer Priifung unterzogen wurde, muBte fest- 
gestellt werden, ob verschiedene Puffergemische bei gleichem py die 
Katalasewirkung nicht verschieden beeinflussen. Die Konzentration 


der Puffergemische iiberschritt mol. nicht, eine _Salzwirkung™ 


100 


val. S. 31) konnte also nicht stéren 


1. Versuch. Die henutzten Lésungen waren: 1. Fermentlésung (Stam: 
losung verdiinnt 1: 40000) 50 cem; 2. eine Iprom. H,O,-Lésung 50 cem; 


3. 10cem Pufferlésung, und zwar a) Phosphatgemisch '/,) mol. py 5,9, 

b Phthalatgemisch i 20 mol. PH 6,0, ce) Acetatgemisch ! 10 mol. PH 5,77. Vor 

jedem Puffergemisch wurden zwei Proben angesetzt. In einem Kontroll 

versuch wurden 50 cem der Iprom. H,O,-Lésung mit 60 cem destillierter 
4 | 


Wassers versetzt. — 25cem dieser Gemische verbrauchtenin den angegebene 


Zeiten folgende Mengen !/,, mol. cem Kaliumpermanganat 


Tabelle Zz 





a) Phosphatgemisch b) Phthalatgemisch Acetatgemisch 
Nacl i r 
l 2 2 2 

vf 7,75 
15 5.5 — 55 5.6 

a) 5.15 5.15 _ 5.15 

30 4.25 4.25 25 

35 3.95 3.85 $1) 

45 3.40 3.25 3.45 

BO 3.20 3.05 3.30 7.75 


Wie aus der Ta- £0 
belle I wie auch aus der 
Abb. 1 ersichtlich ist, ist 
der Verlauf der H,0O,- 
Zersetzung bei gleichem 
pu gleich, auch wenn 
die H’- Ionenkonzentra- 
tion durch verschiedene 
Puffer hergestellt ist 
(bei einer maximalen 
Pufferkonzentrationvon 4 _. 
1/9 mol.). ss 

Dasselbe zeigen auch sa IS ON aS CD CECE BO 











die folgenden Versuche 


') Vel. hierzu Michaelis und Pechstein. 1. « 
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2. Versuch. Puffergemisch a) Acetat'/j) mol.: 1. py 6,3, 2. py 6,2, 
3. pu 6,1; b) Phosphat 1/39 mol.: 1. py 6,3, 2. po 6,6, 3. pH 6,8. Zu- 
sammensetzung wie im ersten Versuch. Zahlen: Von 25 cem verbrauchte 
Kubikzentimer !/,, mol. Permanganat. 


Tabelle Il. 





Kontrolle 


- 5,6 
4 3,5 OF 3,78 3,87 5, ~ 
Df j 2.6 2, 2.87 2,93 
Q; 1,98 ss 2,02 2,22 2, 


aaa 


3, 
2, 
;. 


2 5,6 

3. Versuch. Puffergemisch a) Acetat 4/,) mol.: 1. py 6,56, 2. py 6,56, 
b) Phosphatgemisch 3/5) mol.: 1. pH 6,73, 2. p 6,75. Zusammensetzung: 
50cem Fermentlésung 1: 40000; 50ccem Iprom. H,O,-Lésung; in a, 
und b, je 20 cem Puffermischung, in a, und b, je 10 cem Puffermischung 
und 10 cem destilliertes Wasser. Kontrolle 50 eem H,O,-Lésung und 70 cem 
destilliertes Wasser. Zahlen in Tabelle III: von 25cem Gemisch ver- 
brauchte Kubikzentimeter n/20 Permanganat. 


Tabelle Ill. 





aj 5 b, Kontrolle 


7,5 
6,3 Bye io 63: 
5,65 d, 5,75 6.73 
53 3 53 

4. Versuch. Puffergemisch: a) Phosphatgemisch '/3), mol. pu 6,3, 
b) Phthalatgemisch !/,) mol. py 6,2, c) Acetatgemisch '/,, mol. py 6,1. 
Zusammensetzung wie im Versuch 1. Zahlen in Tabelle IV: von 25 cem 
Gemisch verbrauchte Kubikzentimeter n/20 Permanganat. 


Tabelle LV. 





Nach 2 by o) > ») Kontrolle 


3,85 3,9 3,$ ¢ 3.95 
2.80 2.8 2.5 2.5 2 2,8 
1.8 6 1,75 
1,1 0,9 : 7,75 

Alle diese Versuche zeigen, da in den angegebenen Puffer- 
konzentrationen das Mafgebende fiir die fermentative Spaltung die 
H -Ionenkonzentration der Gemische ist. 

Was die optimale Wasserstoffionenkonzentration anlangt, so 
liegen eingehende Untersuchungen hieriiber von Sdrensen, Michaelis 
und Pechstein, wie auch von Morgulis vor. Ein breites Optimum 
liegt um den Neutralpunkt herum, bis weit ins alkalische Gebiet 
nur wenig abnehmend. 
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Eine besondere Betrachtung beansprucht, bei welcher H’-Ionen- 
konzentration im alkalischen Gebiet eine Schidigung der Katalase 
eintritt. Zu diesem Zwecke wurden 5ccm der entsprechend ver- 
diinnten Fermentlésung */, bis 1 Stunde mit einem Reaktionsregulator 
von bekanntem p;; im Eisschrank stehen gelassen (im Kontrollversuch 
mit der entsprechenden Menge destillierten Wassers), dann mit 
n/20 HCl (gegen Neutralrot) genau neutralisiert, 10ccm '/39 mol. 
Phosphatgemisch von p,, 7,11 und 50 ccm H,O, (3 prom. Lésung) 
zugefiigt und die entwickelte Sauerstoffmenge im Eudiometerrohr 
gemessen. 

5. Versuch. Fermentverdiinnung 1,2: 1000. Die Zahlen der Tabelle V 
bedeuten Kubikzentimeter O, (bei 20° und 749,5mm Hg); 50cem der 
angewandten H,O,-Lésung entwickeln unter diesen Bedingungen 54,88 ccm 
O,. Puffer: Glykokoll + NaOH. Von diesem wurden 0,25 cem der Ferment- 
lésung zugesetzt. Verlauf der fermentativen Spaltung bei py, 7,11. Die 
Py der Tabelle sind diejenigen, denen das Ferment wiihrend seines Stehens 
im Eisschrank ausgesetzt wurde. 


Tabelle V. 





ad Kone = Kon- = Kons 
Nach PH852 PH%26  trolle; PH931 PH938 PHA trofle PH959 PH9,9 PH19,27  trolle 


10’ | 21,0; 216 | 204) 230 230 206 230 200) 200 202 200 
15 26.4 | 27,2 | 254!) 280) 282; 242 | 28.0) 250] 250: 252 | 240 
20 29.4 | 30.6 '280 310 312 270 300 

25 31,4 | 32,4 | 30,0) 330 334 29,2 330 294) 294 29,5 289 
30 32.6! 33.8 |314) 350 356 304 350 310) 310. 310 | 302 
35 34,0 35.0 | 33.2 —_— - 

45 32.6 33.0 32.6 32.0 


Der Versuch zeigt, daB das Ferment bis pj 10,27 nicht geschadigt 
wurde. Auch der folgende Versuch mit reiner Natronlauge zeigt, 
daB erst bei sehr hohen alkalischen Reaktionen (py etwa 11) eine 
Aufhebung der fermentativen Wirkung zu beobachten ist. 

6. Versuch. 5cem der Fermentlosung (1,2 cem der Stammlésung 
auf 1000 cem) wurden mit verschiedenen Mengen n/,)-NaOQH und destil- 
liertem Wasser versetzt. Die Zusammensetzung und p, der Gemische 
war in 1. 0,8cem NaOH, O0cemH,O, py 11,7; 2. 0,65cem NaOH, 0,15 cem 
destilliertes Wasser, Py 11,6; 3. 0,55 cem NaOH, 0,25 cem destilliertes 
Wasser, p,, 11,1; 4. Kontrolle ohne NaOH, 0,8 cem destilliertes Wasser; 
5. 0,45 cem NaOH, Ocem H,O, py 11,5; 6. 0,35 com NaOH, 0,10 cem 
destilliertes Wasser, p,, 11,27; 7. 0,25 cem NaOH, 0,20 cem destilliertes 
Wasser, p;, 10,86; 8. Kontrolle ohne NaOH, 0,45 cem destilliertes Wasser; 
9. 0,45 cem NaOH, 0cem H,0O, p,, 11,55; 10. 0,35 cem NaOH, 0,10 cem 
destilliertes Wasser, p,,; 11,27; 11. 0,25cem NaOH, 0,20 cem destilliertes 
Wasser, p,, 10,86; 12. Kontrolle ohne NaOH, 0,45 cem destilliertes Wasser. 
— Die Mischung stand eine Stunde im Eisschrank, dann wurden 10 cem 
4/5, mol. Phosphatmischung (p,, 7,04) und 50 cem 3prom. H,O,-Lésung 
zugefiigt. (p,, nach SchluB der fermentativen Spaltung 7,0.) Zahlen 
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in der Tabelle Kubikzentimeter O, bei 20,7° und 743 mm Hg. — 50 cem 
der angewandten H,O,-Lésung liefern unter denselben Bedingungen 
54,82 cem Og. 

Tabelle VI. 





Kons " Kon- Kon 
trolle trolle 9 10 i trollc 


tm 
ow 
wn 
a 


Nach 1 


1’ 0 0 0 22 1.4 5.4 13,0. 246 4,2 7,0 126. 180 
15 0 0 0 28 2.0 6,2 | 15.2 28,4 5,8 92 16,6 | 22.0 
20 0 0 0 31 24; 7.0 |) 166; 318 || 7,0 | 11,0! 18.6 |.25.0 
25 0 0 24) 7,4 | 17,4; 32,8 | 7,4 | 12,0) 20,3 | 28.2 
3¢ l 0.6 l 33.6 . - - 8.0 13,0 21,2 30,0 
50 94 148 23.8 33,6 


Versuche, bei denen der EinfluB starker alkalischer Reaktionen 
(py 10,3 bis 12,72) auf den Verlauf der fermentativen Spaltung von 
H,O, gepriift wurde, stehen mit den oben mitgeteilten in guter Uber- 
einstimmung. Erst bei py etwa 11 ist die Hemmung hochgradig 
und noch bei 10,3 tritt sie kaum in Erscheinung. 

Bei diesen Versuchen wurden 5cem Fermentlésung (1,5 cem der 
Stammlésung auf 1000) mit 5ccm des Puffergemisches (Phosphat, Gly 
kokoll + NaOH) und 5cem destilliertem Wasser vermischt, eine Stunde 
im Eisschrank stehen gelassen, dann 5ccm einer 3proz. H,O,-Lésung 
zugefiigt und die Spaltung durch Auffangen des entwickelten O, verfolgt. 

7. Versuch. Puffergemisch in 1. Glykokoll + NaOH n/,, von 
Py 11,4. — py des Fermentpuffergemisches 10,74; in 2. Glykokoll + NaOH 
n/y Von py 11,86. — p,, des Fermentpuffergemisches 11,2; in 3. Glykokoll 
+ NaOH n/, von p, 12,72. — py des Fermentpuffergemisches 12,4; 
in 4. Phosphatgemisch von py, 7,11. — py des Fermentpuffergemisches 
7,11. — Die Ablesung erfolgte bei 21,4° und 754,0 mm Hg-Druck. (5 cem 
der angewandten H,O,-Lésung liefern unter diesen Bedingungen 54,04 cem 
O,.) — Die Zahlen der Tabelle VII bedeuten Kubikzentimeter O, (21,4° 
754,0 mm Hg). 

Tabelle VII. 





Nach 1 2 3 4 
10’ 21,0 1,4 0 28,8 
15 26,0 3,4 0,2 33,4 
20 29,2 4,2 0,6 35,8 
25 30,8 4,4 0,8 37,2 
30 32,0 5,2 1,2 38,2 


Der Versuch zeigt, daB bei py 10,74 eine wahrnehmbare, bei py 
11,2 eine fast totale Hemmung der Fermentwirkung stattgefunden hat. 

8. Versuch. Puffergemisch in 1. Phosphatgemisch 1 mol. von p, 7,11. 
Py des Fermentpuffergemisches 7,11; in 2. Glykokoll + NaOH D/to 
von p,, 11,22, p,, des Fermentpuffergemisches 10,3; in 3. Glykokoll + NaOH 
n/io Py 11,40, py des Fermentpuffergemisches 10,70; in 4. Glykokoll 
+ NaOH von py 11,86, py, des Puffergemisches 11,2. Der Gehalt der 
H,O,-Lésung an O, wie im vorigen Versuch. 
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Tabelle VI Il. 





Nach 1 2 3 + 
10’ 22.2 21.0 18.4 1.4 
15 26.0 25.6 23.0 34 
20 28.6 28.8 26.2 4.4 
25 30.0 30.4 27,8 1.8 
30 31.0 31.8 29.0 5,2 


Der Versuch zeigt, daB bei py 10,2 noch keine, bei py 11,2 eine 
fast totale Hemmung vorhanden ist. 

Il. Nach diesen Vorversuchen wurde die Kinetik der Ferment- 
wirkung genau verfolgt'). Bereits Michaelis und Pechstein haben 
gezeigt, daB das , Zeitumsatzgesetz‘‘ bei der Katalase keine Giiltigkeit 
hat, und auch wir konnten finden, dali’ das Produkt aus Ferment- 
menge und Zeiten fiir dieselbe gespaltene H,O,-Menge nicht konstant 
ist. So verhielten sich, wie z. B. im Versuch 9 angegeben ist, die 
Zeiten wie 1:2,5:5,5:12,5, wenn sich die Fermentmengen wie 
1:1/,:1/4:1/, verhielten. 

9. Versuch. Von einer Fermentlésung (1: 40000) werden in vier Ver- 
suchsreihen (1, 2, 3, 4) bzw. 100, 50, 25, 12,5 cem genommen, dann je 50 cem 
]prom. H,O,-Lésung, 10 cem Acetatgemisch (p,, 6,09). Jede Probe wurde 
mit destilliertem Wasser auf 100 cem aufgefiillt. Kontrolle mit derselben 
Zusammensetzung ohne Ferment. Die Zahlen bedeuten zersetztes H,O, 
(in Kubikzentimetern n/,) Kaliumpermanganat). 


Tabelle 1X. 





Nach l 2 3 4 
20’ 2.0 0.55 O15 
30 2.55 a 0.65 0.35 
45 3,25 1.8 0.95 0.50 
60 3.65 19 115 0.60 


1) Vorausgeschickt sei (vgl 


. Morgulis, 1. c.), daB eine vergiftende Wirkung 


von (iiberschtissigem) H,O, auf die Katalase nicht angenommen werden 
kann, da bei gréferen H,O,-Konzentrationen die absoluten Mengen des 
von derselben Fermentmenge zerstérten H,O, groBer sind als bei kleineren. 
Dies zeigt folgender Versuch: 

Versuch. Ferment 1: 40000 je 50cem; H,O,-Lésung: 1. 8 prom., 
2. 4prom., 3. 2prom., 4. l prom. je 50 cem; Acetatgemisch (p,, 6,09) je 
10cem. — Zahlen in der Tabelle: vorhandenes H,O, (in Kubikzenti 
metern n/o  Kalitumpermanganat). 








Nach | 2 3 4 
0! 30.9 15.30 7.85 4,10 
20 25,9 11.85 5,50 2.65 
30 24.5 10.70 4,75 2.35 
40 22.6 9.30 3.95 1.65 
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Der Versuch zeigt aber ferner, dafB — entsprechend den Angaben 
Morgulis — fiir dieselben Zeiten die zersetzten H,O,-Menge eine lineare 
Funktion der Fermentmenge ist. 
Graphisch sind diese Verhaltnisse 
in Abb. 2 wiedergegeben. 

In Ubereinstimmung iit den 
Angaben von Morgulis fanden 
wir auch, das eine bestimmte 
| Katalasemenge nur eine be- 
7 é stimmte Wasserstoffsuperoxyd- 
—> fermentmenge” menge zu spalten vermag und 

said da® der Gang der Geschwindig- 
keit der Spaltung von dem Mengenverhialtnis Ferment zu Substrat 
abhingt. Diese Beziehungen schildern die folgenden Versuche. 
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10. Versuch. 3prom. Wasserstoffsuperoxydlésung je 50cem, Puffer 
‘/,, mol. Phosphatlosung, py, = 7 je 10cem. Ferment (1: 2000) in 1. und 
2. je 5 cem, in 2. und 3. je 10 cem. Die Zahlen der Tabelle bedeuten Kubik- 
zentimeter O, bei derselben Temperatur und demselben Druck. 


Tabelle X. 





Nach 2 

10’ 22,2 22,4 5 32,8 34,6 

20 33,4 32,0 464 46,8 

30 37,8 36.6 15 57,4 58,6 

40) 37,8 36,8 2 62,6 64,6 

Bei diesem Vorversuch war die Wasserstoffsuperoxydmenge 
gleich, in den Proben 1 und 2 war jedoch nur die Hilfte der Ferment- 
menge der in den Proben 3 und 4 zugegen. In | und 2 war die 

P ’ . . y 

Spaltung nach 30’ stehen geblieben, obwohl ein Uberschu8 von H,0, 
vorhanden war. In den Proben 3 und 4 entwickelte sich schon 
nach 20’ fast die totale Menge Sauerstoff, die aus dem vorhandenen 
H,O, gewinnbar ist. 

Ebenso liegen die Verhiltnisse bei dem folgenden Vorversuch. 

11. Versuch: 3prom. H,O,-Lésung je 50 cem, Puffer 4/;, mol. Phosphat- 
losung py 7,11 je 10cem, Fermentlésung je 50 cem, und zwar in 1. und 
2. 1: 2000, in 3., 4., 5., 6., 7., 8. 1: 1000 verdiinnt; in 1., 2., 3. und 4 sind 
auBerdem noch je 5,0 ccm destillierten Wassers. Die Zahlen der Tabelle 
bedeuten Kubikzentimeter O, bei gleicher Temperatur und gleichem Druck. 


Tabelle XI. 


4 





41,0 38,0 42,8 
~ 47,2 53,0 

57,6 55,2 

61,0 60,4 61,2 

62,8 63,8 63,8 








ben 
are 
ist. 


sse 


er 
id 
k- 








Leberkatalase. 27 

Auch hier sieht man, daB in den Proben | und 2 mit der halb so 
starken Fermentlésung wie in den anderen Proben etwa die Halfte 
der H,O,-Menge gespalten wurde. 

Fiigt man nun, nachdem die Spaltung stille steht, nochmals 
dieselbe Fermentmenge zu, so geht die Spaltung wieder weiter und 
erreicht die Héhe, die bei der Probe mit dem sofortigen Zufiigen 
derselben Fermentmenge erzielt worden ist. 

12. Versuch, 4prom. H,O,-Lésung je 50 cem, Puffer */35 mol. Phosphat- 
lésung py 7,11 je 10 cem. Fermentlésung 1: 1000, in 1. 5,0 cem, in 2. 2,5 cem. 
Zahlen Kubikzentimeter O, bei gleicher Temperatur und gleichem Druck. 


Tabelle XII. 





Nach 1 2 Bemerkungen 
10! 44.5 25,0 
15 52.8 31,2 
20 55,8 34.6 
25 60,4 35,7 
30 62,0 35,8 
35 63,0 43.8 In Probe 2 noch 2,5ccm Ferment !/; 9. zugefugt. 
40 64,2 55,0 
45 64,8 59.4 
50 65,2 62,0 


In der Probe 2 war nach 30’ die gesamte Fermentmenge ver- 
braucht; nach Zufiigung von weiteren 2,5ccm Fermentlésung von 
derselben Verdiinnung geht die Spaltung wieder weiter und erreicht 
(fast) die in der Probe 1. 


13. Versuch zeigt dieselben Verhialtnisse. Anordnung wie im Versuch 12. 


Tabelle XIII. 





Nach 1 2 Bemerkungen 
10’ 47.8 27.0 
15 60.6 35.4 
20 64,8 38.6 
25 69,9 41,0 
30 704 41.8 
40 72,4 62,2 In Probe 2 noch 2,5 com Ferment ! jog) zugetugt 
50 73.8 724 


Die Spaltung in Probe 2 hért nach 30° auf, trotz Gegenwart 
itberschiissigen H,O,. Nach Zufiigen von so viel Ferment, dal die 
Fermentmenge in beiden Proben die gleiche war, geht die Spaltung 
in 2 rasch vorwarts und erreicht die in 1. 

Dieselben Verhaltnisse findet man, wenn man nicht die Ferment- 
mengen, sondern die H,O,-Mengen variiert, wie dies die folgerden 


Versuche zeigen. 








28 P. Rona u. A. Damboviceanu: 


14. Versuch. Fermentlésung 1: 1000 je 5 cem, Puffer: !/,) mol. Phos 
phatl6sung py 7,11 je l0cem. 4prom. H,O,-Lésung in 1. 50cem, in 
2. 25cem. Zahlen in der Tabelle wie immer entwickelte Kubikzentimeter 
©, bei gleicher Temperatur und gleichem Druck. 


Tabelle XIV. 





Nach I 2 BKemerkungen 
10’ 46.0 41.0 
20 61,0 44.0 
30 66.6 46.0 


70 70.8 69.0 Zu Probe 2 noch 25,0 com Hy. O,(4prom.) 
’ ~? zugetugt. 


In der Probe 2 wird zunichst das ganze H,O, zerstért; nach 
Zufiigen von weiteren 25cem, wodurch die Gesamtmenge des H,0, 
der in der Probe gleich wird, ist die gespaltene H,O,-Menge in 
beiden Proben die gleiche. 


15. Versuch. H,O,-Lésung (3prom.) je 50ccm, Phosphatlésung 
'/59 mol. pu 7,11 je 10cem, Ferment 1: 1000 je 5 cem. 


Tabelle XV. 





Nach l 2 Bemerkungen 

10/ 37.8 39,0 

15 47.4 47,8 

20 51.8 51,8 

25 53.8 54,0 

30 55.0 55,0 

40 60.2 55.6 Zu 1 50 com H.O,y (3prom.), in 2 50 cem 

destilliertes Wasser zugefiigt. 

45 61,2 56,0 - 

50 63,2 56.4 

60 84.4 56.8 Zu 1 und 2 2,5 ccm Ferment !/i9) zugefiigt 
65 92.3 56.8 - 

70 97.4 57.0 


In diesem Versuch ist nach 30’ fast die totale Menge des H,O, 
verbraucht; nach Zufiigen von weiteren 50 ccm H,Q, in 1 geht die 
Reaktion weiter, bis das Ferment verbraucht ist. Erst nach Zufiigen 
einer weiteren Menge Ferment erfolgt die weitere Spaltung des H,O, 

Da®B fiir die GréBe der Spaltung nur die absolute Ferment- und 
H,0,-Menge maBbgebend ist, zeigt auch der folgende Versuch. 

16. Versuch. H,O,-Lésung je 5 ecm, Phosphatlésung ?/,, mol. px 7,11 


je 10cem, Ferment 1,5: 1000 je 5cem. Ferner kommen in 3. 20 ccm, 
in 4. 45 cem destilliertes Wasser. Zahlen: Kubikzentimeter O,. 
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a Tabelle XVI. 

in 

or Nach l 2 3 4 Bemerkungen 
10’ 25.4 24.6 24.4 20,2 
15 30.8 30.0 27.8 25.8 


20 34.6 33,8 314 29,2 
25 364 35,8 34.0 31,8 


30 38.0 37,2 35,0 33,8 
35 39.0 38,2 36,0 34.6 
40) 39.6 39.0 36.0 35.0 

! Se 
- 9 - In 1 noch 5 ccm Hy Oy-Losung (3 proz.) zugetugt 
wv 40,2 00,0 In 2 noch 5ccm Fermentlosung 1,5/1000 zugefugt 
35 10.4 54.0 374 36.0 ee 


Die Spaltung des H,Q, ist trotz des verschiedenen Volumens in 
i den einzelnen Proben (20, 40 und 65cem) fast gleich, wenn es auch 
vorteilhafter erscheint, das Ferment in médglichst nicht zu ver 
] diinnter Losung mit dem H,O, reagieren zu lassen. (Dies ist auch 
aus dem folgenden Versuch 17 ersichtlich.) — In I ging die Spaltung 
auch nach Zufiigen weiterer H,O,-Lésung nicht weiter; dies erfolgte 
erst nach Zufiigen einer weiteren Fermentmenge (vgl. 2). 


17. Versuch. Ferment (2: 1000) je 5cem, Phosphatlésung 1, mol. 


pu 7,11 je 10cem. H,O,-Lésung in 1. 3prom. Lésung 50 cem, in 2. und 


3. 3proz. Losung je 5 cem. 


Tabelle XVII. 





Nach 1 2 3 

10’ 29,2 34,2 35.0 
15 38.0 43,2 43.6 
25 47.0 53.0 51.8 
30 48.8 55,2 53.4 
35 50.0 55.8 54.0 
40 52.6 56.8 55.0 


Der Versuch stimmt mit dem vorherigen gut tberein. 


Morgulis hat zuerst darauf hingewiesen, dafi der Gang der Spaltung 
des H,O, durch Katalase von dem jeweiligen Mengenverhiltnis 
Ferment—H,0O, abhingt. Wird bei einer ausreichenden Menge an 
Ferment der gréfte Teil des H,O, zersetzt, so entspricht die 
Spaltung der Formel einer monomolekularen Reaktion, reicht die 
Fermentmenge nur zur Spaltung von etwa 65 bis 80°/) des vor- 
handenen H,O, aus, so nimmt die Spaltung einen , bimolekularen* 
Verlauf. Dazwischenliegende Spaltungswerte kénnen gut durch die 
Formel einer anderthalb-molekularen Reaktion dargestellt werden. 

Sehr deutlich zeigen diese Verhaltnisse die folgenden Versuche. 

18. Versuch. 50 ccm 3prom. H,O,-Lésung (die bei 0° und 760 mm 
52,35 eem O, liefern) werden mit 10 cem Phosphatlésung (1/39 mol. pu 7,11) 
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versetzt, dann in A mit 5 cem, in B mit 2,5 cem Fermentlésung versetzt. 


Die Zahlen der Tabelle bedeuten entwickelte O,-Menge in Prozenten der 
aus dem vorhandenen H,O, gewinnbaren. 


Tabelle XVIII. 





B 
Oz in ° 


0.086 18 10’ 36.0 0,044 6 0,000 56 
0,090 50 15 48.5 0,043 5 0,000 60 
0.090 40 20 54.0 0.043 4 0.000 59 
0.093 90 25 58,2 0,034 8 0,000 57 
0.090 35 30 61,29 0.0317 0,000 53 
x 35 62,71 = 

= 40 63.81 

— + 2,5 ccm 
Ferment 

50 90.0 

5d 96.5 





In der Reihe B, in der nur etwa 64°/, H,O, zersetzt wurden, 
bleiben die nach der bimolekularen Formel berechneten Konstanten 
befriedigend konstant, hingegen ist in der Reihe A mit totaler 
Spaltung des H,O, der Verlauf gut nach der monomolekularen 


Formel darstellbar. (Wurde in Reihe B die Fermentmenge erginzt, 
so daB sie der in A gleich wurde, so wurde in 15’ die totale Menge 
H,O, zersetzt.) 

In gleichem Sinne sprechen auch die folgenden Versuche. 

19. Versuch. H,O,-Lésung (3prom.) je 50cem (liefert bei 19,6° 
und 752 mm 52,66 cem O,), Phosphatlésung (1/3) mol. py 7,11) je 10 cem. 
Ferment (1,5: 1000) in Reihe A 5 ccm, in B 2,5 cem, in C 1,25cem. Die 
Zahlen der Tabelle bedeuten entwickelte O,-Menge in Prozenten der aus 
der vorhandenen H,O,-Menge gewinnbaren. 


Tabelle XIX. 





1 Va—Va—<x 1 a 


k 
t Va (a— 2) t a(a—a) 


0,046 16 0,002 8 0,000 66 
0,050 34 0,003 2 0,000 87 
0,049 46 0,003 4 0,000 96 
0,046 16 0,003 3 0,001 00 











tzt. 
der 
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Tabelle XIX (Fortsetzung). 











' 
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Nach Ass B ai k : In 2 : : 

cem Q, in t a—z t a(a—z) 

15’ 30.4 0,024 14 0,000 29 

20 37,0 0,023 13 0,000 29 

25 39.0 0.019 75 0,000 26 

30 41.0 0.017 57 0.000 23 
Nach Zufiigen von 2,5eem Fermentlosung 

51 63.0 

61 72.0 

71 77,0 

76 78.0 

‘ 1 1 r 

Nach s P , k . In 

ccm ), in t t a(a—~-) 

hig 15,5 0.011 21 0.000 12 

20 20.0 0.011 15 0.000 15 

25 21,57 0.009 71 0.000 11 

30 22.5 0.008 48 0,000 10 
Nach Zufiigen von 5cem Fermentlésung 

51 70.5 _ 

61 82.5 

7I 90.5 

76 92.0 


Wie man sieht. verliuft die Spaltung in Reihe A (82 proz.Spaltung) 
mit geniigender Anniherung nach der monomolekularen (oder auch 
1'/, molekularen) Reaktion, in den Reihen B und C (41 proz. bzw. 
22,5 proz. Spaltung) nach der bimolekularen Reaktion. 

Ill. Die hemmende Wirkung der Neutralsalze ist vor allem von 
Michaelis und Pechstein untersucht worden!); nach ihren Angaben 
sind das hemmende Agens die Anionen, und zwar in der Reihenfolge 
SO,< Cl< Acet < NO,. 

Die hemmende Wirkung der Chloride sei durch den folgenden 
Versuch illustriert. 

20. Versuch. H,O,-Lésung (3proz.) je 5 cem (diese liefern 56,83 cem 
O, bei 19,2° und 745,5 mm); Phosphat (1 mol. py 6,85) je 2 cem; Ferment 
(1: 1000) 1. in 5cem destillierten Wassers py 6,29, 2. in 5 cem 0,154 mol. 
NaCl-Lésung; 3. in 5 cem 0,154 mol. KCl-Lésung py 6,49; 4. in 0,154 mol. 
CaCl,-Lésung py 6,39. Zahlen: Kubikzentimeter O, entwickelt (bei 19,2°, 
745,5 mm), daneben in Prozenten der verfiigbaren Sauerstoffmenge. 


1) 1. ec. Die diesbeziiglichen Untersuchungen von Santesson (Skand. 
Arch. f. Physiol. 42, 129, 1922) die nach AbschluB der vorliegenden 
Arbeit erschienen sind, konnten nicht mehr beriicksichtigt werden. 
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Tabelle XX. 








I 2 
Nach 
ecm Ov K bimol. com O. K bimol. 
10’ 21.2 0.000 59 12,2 0,000 25 
15 26.0 16,8 : 
20 30,2 20,2 
25 32,8 22,8 
30 35.0 61,5 0.000 52 24.6 43,28 0,000 25 
3 4 
Nach 
cem O ) K bimol. com Ov K bimol. 
LO’ 112 0.000 25 9,2 0,000 19 
15 15.8 13,0 : 
20 18.9 16.0 
25 21,4 18,2 
30 23.2 40,82 0.000 25 90.2 35,54 0.000 19 


Der Verlauf der Spaltung ist tiberall bimolekular. 

Wir haben nun die Beobachtung gemacht, da die stark hem- 
mende Wirkung der NaCl schon durch ganz geringe Mengen NaHCO,, 
ohne die H-lonenkonzentration des Gemisches zu aindern, ganz oder 
fast ganz aufgehoben wird. Die genauen Einzelheiten dieses Befundes 
sind in den folgenden Versuchen wiedergegeben. 

21. Versuch: H,O,-Lésung (3proz.) je 50 cem (liefert bei 21,2° und 
750,5 mm 58,23cem O,); Phosphat (14 mol. py 6,85) jeg2,0 ccm. 
Fermentlésung (1: 1000) je 5,0 cem, und zwar wurden die Verdiinnungen 
wie folgt angesetzt: in 1. in 5,0 cem destillierten Wassers. py des Gemisches 
6,65, in 2. in 5cem 0,154 mol. NaCl-Lésung, py des Gemisches 6,63; in 
3. in 5,0cem einer Lésung von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCl, 
0,0018 CaCl,, py des Gemisches 6,11; in 4. in 5,0 cem einer Lésung von 
0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCl, 0,0018 mol. CaCl,, 0,0011 mol. NaHCO, 
pu des Gemisches 6,58. Vor Beginn des Versuches stand das Ferment 
30 Min. in der jeweiligen Lésung. py nach SchluB der H,O,-Spaltung 
in allen Rohren 6,9. — Zahlen in der Tabelle: Kubikzentimeter O, (21,2°, 
750,5 mm). 


Tabelle XXI. 





Nach 1 2 3 4 
5! 23,0 9,6 9,8 17,6 
10 34,4 18,2 17,6 27,2 
15 41.0 24,6 23,2 34,0 
25 48,2 30,8 28,6 41,0 
30 49.6 32,2 29,6 42.8 


Aus dem Versuch ist ersichtlich, daB ein Gemisch von KCl + CaCl, 
in den angegebenen Konzentrationen die hemmende Wirkung des 
NaCl in keiner Weise beeinfluBt, wihrend Zusatz von 0,019) 
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Na HCO, zu 0,9°/, NaCl diese fast ganz aufhebt. Noch deutlicher 
zeigt die Verhaltnisse der nachste Versuch, in welchem auch der 
Gang der Spaltung bei verschiedener Salzgegenwart verfolgt wurde. 

22. Versuch. H,O,-Lésung (3proz.) je 5,0cem; Phosphat (43 mol. 
pu 6,85) 2,0cem. Ferment (1: 1000) in A in 5cem destillierten Wassers 
gelést, in B in 5,0 cem 0,154 mol. NaCl-Lésung, in C in 5,0 eem einer Losung 
von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCl, 0,0018 mol. CaCl,, 0,0011 mol. 
NaHCO,. Zahlen: entwickelte Menge Sauerstoff in Prozenten der 
aus dem vorhandenen H,O, gewinnbaren. 


Tabelle XXII. 





Nach inte k l hats k 1 Va—Vo—2 k l : 
in lp t a—2 t Va (a—z) t a(a—zx) 
5! 39,50 — —_ 
10 59,08 0,089 25 0,005 63 0.001 44 
15 70,41 0.005 58 _- 
25 82,78 0,005 63 — 
30 85,18 0,063 O1 0,005 33 0.001 72 


Im Mittel 0.005 54 





B l / ¢ —V¢ —wr 
Nach cem Oy k I Faia aake k= Ve : k= . ne 
in ° t a— ¢ Va (a—2z) t a(a—2z) 
5! 16,48 0,039 99 


0,002 06 


0,000 45 





10 31,26 0,037 42 
5 42,24 0,037 23 0.002 10 0,000 48 
25 52,89 0,030 82 0,001 82 0,000 45 
30 55,30 0,025 80 0.001 62 0.000 41 
Im Mittel 0.000 45 
Nach ccm ‘O, eA, Re isa »! Va—Va—« k l x 

in "Jy t —. t Va (a — x) t a(a—2) 

5/ 30,23 0.062 87 0,003 95 0.000 86 
10 46,71 0.003 65 0,000 87 
15 58,39 0.003 69 0,000 93 
25 7041 0.003 66 0.000 93 
30 73,80 0.044 59 0,003 15 0.000 94 





Im Mittel 0.003 62 


In A sind etwa 85°/, H,O, gespalten, die Reaktion verlauft 
11/, molekular, in B unter der hemmenden Wirkung des NaCl sind 
nur etwa 55°/, H,O, gespalten und der Verlauf ist ein bimolekularer. 
Die Hemmung duBert sich so, als ob weniger Ferment in dem Ge- 
misch wire. In C unter dem EinfluB des NaHCO, wird die 


hemmende Wirkung des NaCl zum grofen Teil aufgehoben: es werden 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 3 
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73°/, H,O, gespalten und der Verlauf ist wieder 1'/, molekular 
Immerhin befrigt die Hemmung gegen die A noch etwa 33°/o. 

23. Versuch. H,O,-Losung (3proz.) je 5,0 cem (liefert 58,23 cem O, 
bei 21,3° und 750,5 mm); Phosphat (1% mol. py 6,85) je 2 cem; Ferment 
(1: 1000) in A in 5 cem destillierten Wassers py 6,65, in B in 5 cem 0,154 mol. 
NaCl-Lésung py 6,63, in C in 5cem einer Lésung von 0,154 mol. NaC! 
und 0,0011 mol. NaHCO,, py 6,99. Die Zahlen entwickelte Kubikzenti- 
meter O, (bei 21,3° und 750,5 mm), auch in Prozenten des gesamten ver- 
fiigbaren Sauerstoffs. — Beginn des Versuches nach zweistiindigem Stehen 
der betreffenden Fermentlésungen. 





Tabelle XXIII. 





B 










cem Op» ecm Op, com Ov 






























f 20,4 35,03 9.4 18,8 26 
10 29.6 17,2 27.4 


15 35.0 22.0 34.4 
20 38,0 . 25.6 38.4 
25 40.2 28,2 41,2 


41.8 71,79 30.0 51,52 43,2 74.19 











In A nur 71,79proz. Spaltung (statt 85°/, im Versuch 22) woh! 
infolge der schidigenden Wirkung des destillierten Wassers. Die 
Reaktion verliuft bimolekular K = 0,00083; in B unter dem Einfluls 
des NaCl werden nur 51,52°/, H,O, gespalten. Die Reaktion ver- 
lauft bimolekular; K == 0,00034,. Hemmung 56°/,: in C wurde die 
Hemmung des NaCl durch NaHCO, (0,001 mol.) vollstindig auf- 
gehoben. 

24. Versuch. H,O,-Lésung je 50cem, Phosphat (14 mol. py 6,85) 
je 2,0 cem, destilliertes Wasser 50 com. Ferment (1: 1000) in 1. in 5,0 ccm 
destillierten Wassers py 6,65; in 2. in 5,0cem 0,154 mol. NaCl-Léosung 
pu 6,63; 3. in 5,0 cem einer Lésung von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCl, 
0,0018 mol. CaCl, py 6,11; 4. in 5 cem einer Losung von 0,154 mol. NaCl, 
0,0018 mol. CaCl, pu 6,10; 5. in 5 cem einer Lésung von 0,154 mol. NaCl, 
0,0025 mol. KCl, 0,0013 mol. CaCl,, 0,0011 mol. NaHCO, py 6,58; 6. in : 
5eem einer Lésung von derselben Zusammensetzung wie in 5.—7. in 5,0 cem 
0,154 mol. NaCl, 0,001 mol. NaHCO, py 6,99; 8. statt 5cem Ferment- 
lésung 5cem destilliertes Wasser. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten 
zersetztes H,O, in Prozenten der Gesamtmenge an H,O,, titrimetrisch 
mittels Permanganat bestimmt. 


Tabelle XXIV. 








Nach 1 2 3 4 5 6 7 8 
1 | 305 26.4 23.0 30.5 31.5 31,5 0 
20 || 39.2 31,8 30,0 33,7 39.5 39.5 39,2 


1h20’, 48,6 37,7 36.0 40.5 48.4 49,2 48.6 0 
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Die antagonistische Wirkung des Bicarbonats gegen die Hemmung 
der Chloride ist auch in diesem Versuch deutlich. 

Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, da8B es gleichgiiltig ist, ob 
man zuerst NaCl und dann NaHCO, oder umgekehrt dem Gemisch 
zufiigt, ferner auch, da das Bicarbonat allein, sofern die H-Ionen- 
konzentration nicht geindert wird, die Fermentwirkung anscheinend 
nicht beeinfluBt, untersuchten wir, welche geringste Konzentration 
des NaHCO, geniigt, um die Wirkung der 0,154 mol. NaCl- Lésung 
zu paralysieren. Es ergab sich, daB hierzu bereits eine 0,0005 mo! 
NaHCO,-Lésung geniigt. — Dies zeigen folgende Versuche. 

25. Versuch. H,O,-Lésung (3proz.) 5 ccm (diese liefern 60 cem O, 
bei 19,6° und 746 mm); Phosphat (13 mol. py 6,85) 2 cem; Ferment (2: L000); 
vor dem Beginn des Versuches eine Stunde 1. in 5 cem destillierten Wassers 
pu 6,2; 2. in 5ceem 0,154 mol. NaCl-Lésung py 6,90; 3. in 5 ccm einer 
Loésung von 0,154 mol. NaCl, 0,0005 mol. NaHCO, py 6,69. Zahlen: 
entwickelte Kubikzentimeter O, (19,6°, 746mm), auch in Prozenten der 
verfiigbaren O,-Menge. 

Tabelle XXV. 





l Z 3 
Nach 
ccm Ov ) ccm Ov ecm Ov 
10/ 38.4 18.6 29.8 
15 48.0 25.6 37.8 
20 53.0 31.8 42.4 
30 58.0 36.2 48.0 
40) 59.0 99.3 38.6 64.3 50.2 83.7 


Noch deutlicher zeigt die stark antagonistische Wirkung des 

NaHCO, der folgende Versuch. 
3 

26. Versuch. H,O,-Lésung (1,5prom.) je 50 cem; Phosphat (13 mol. 
pu 6,85) je 2.cem; destilliertes Wasser je 50 cem; Ferment (2: 1000) 1. in 
5cem destillierten Wassers py 6,2, 2. in 5cem 0,154 mol. NaCl-Lésung 
pu 6,9, 3. in 5cem 0,001 n-NaHCO, py 7,42, 4. in 5cem einer Lésung 
von 0,154 mol. NaCl, 0,001 mol. NaHCO, py 6,78, 5. in 5 cem einer Lésung 
von 0,154 mol. NaCl, 0,002 mol. NaHCQOs, 6. in 5cem einer Losung von 
0,154 mol. NaCl, 0,0005 mol. NaHCO,, 7. Kontrolle ohne Ferment. Die 
Zahlen in der Tabelle sind zersetztes H,O, in Prozenten der Gesamtmenge 
(titrimetrisch bestimmt). 

Tabelle XX VI. 





Nach l 2 3 4 5 6 y 
20' 62.9 52.8 65.2 66.1 73,4 62.4 0 
40 80.8 69.7 80.8 817 86,2 78.9 0 


Es geniigten demnach eine 0,0005 molare NaHCO,-Lisung, um 
die hemmende Wirkung einer 0,154 molaren Cl Na-Lésung aufzuheben. 
Dies zeigt auch der folgende Versuch. 
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27. Versuch. H,O,-Lésung (3proz.) je 5 cem (diese liefern 56,88 cen 
O, bei 20,5°, 760,5 mm), Phosphat (1% mol. py 6,98) je 2cem, Ferment 
(1,5: 1000) 1. in 5ecem destillierten Wassers py 6,0, in 2. in 5 cem einer 
Losung von 0,154 mol. NaCl, 0,001 mol. NaHCO, py 6,8, in 3. in 5 cem 
einer Losung von 0,154 mol. NaCl, 0,0005 mol. NaHCQOs,, in 4. in 5 cem 
einer 0,154 mol. NaCl - Lésung. Zahlen: Kubikzentimeter O, (20,5°, 
760,5 mm). 


Tabelle XX VII. 





Nach l 2 3 4 

5/ 14.4 12.0 11.8 5,8 

10 26.0 20.0 18,2 13.0 
15 31.6 25,2 24.0 18,4 
20 36.0 29.2 28.0 232 
25 38.8 32.6 31.4 25,0 
30 41.2 34.4 33.4 26.8 
35 42.8 35.8 34.8 27,4 
50 44.6 31,2 36.6 28.4 
Lh 15! 45.6 38.0 37.0 28,6 


In allen Réhren weitere 2,5 ccm der entsprechenden 
Fermentlésung zuygefiigt 


15! 53,6 48.0 47,0 37,2 
30 57.0 §2,2 51.2 41,2 


Wie NaCl verhalten sich KCl und CaCl, gegen NaHCO,. Nimmt 
man einen groBen Uberschu8 an Ferment, so da das H, 0, schon inner- 
halb 20 bis 25’ total gespalten ist, so ist die hemmende Wirkung 
der Chloride kaum bemerkbar. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, da das Bikarbonation 
die hemmende Wirkung des Cl’ antagonistisch beeinfluBt. Diese 
Tatsache besitzt zweifellos auch ein biologisches Interesse, da die 
Katalase in den Organfliissigkeiten unter dem ausgleichenden Einfluli 
beider Ionenarten ihre Wirkung entfalten kann. 

IV. Die Katalase ist in verdiinnten Lésungen wenig bestiandig. 
Schon ein wenig langeres Stehen der verdiinnten Fermentlésung mit 
destilliertem Wasser schidigt diese bedeutend. Dies zeigt die folgende 
Versuchsreihe. 

28. Versuch. H,O,-Lésung je 5 ccm; Phosphatgemisch (1 mol. pH 7,0) 
je 2,0 mm; Ferment in 1. 1: 200, davon 1 cem; in 2. 1: 1000, davon 5 cem; 
in 3. 1: 2000, davon 10 cem; in 4. 1: 10000, davon 50 cem. Ferner kamen 
in 1. 49 cem, in 2. 45 cem, in 3. 40 cem, in 4. 0 cem destilliertes Wasser. 
In der Reihe A blieb das Ferment vor dem Beginn des Versuches 20 Min. 
in der entsprechenden Verdiinnung stehen, in der Reihe B 1 Stunde 20 Min., 
in der Reihe C 3 Stunden 15 Min. Die entwickelten Kubikzentimeter O, 
unter gleichen Bedingungen waren: 
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Tabelle XXVIII. 





Nach l 2 3 4 
| 10’ 39.2 41.0 39.0 30.0 
A 20 49.4 50.4 48.4 $2.6 
| 30 52.0 52.0 51,0 16.0 
| 10 39.0 39.0 37.6 20.8 
B 20 47.6 17.4 45.6 29.8 
| 30 50.0 19.6 18.0 32.0 
10 39.0 38.0 35.4 11.4 
C | 20 45.4 44.0 42,0 13,4 
| 30 16.8 16.0 44.0 14.6 
40 48.4 18.4 46.0 14.6 


Bei der starkeren Verdiinnung (4) war nach 3 Stunden (C) nu 
ein Bruchteil der urspriinglichen Wirkung vorhanden. 

Von dieser .Labilitat*’ des Ferments auf eine grébere , Gift- 
empfindlichkeit** zu schlieBen, ist jedoch nicht statthaft. Eine ganze 
Reihe von Verbindungen, die sich als auf die Lipase schon in auBer- 

8 I 

ordentlich geringen Mengen giftig erwiesen haben, waren in ver- 
haltnismaiBig groBen Dosen auf die Leberkatalase vollkommen un 
wirksam. Untersucht wurden aus der Chiningruppe Chinin und Vuzin, 
aus der Arsengruppe Atoxyl, Methylarsinoxyd, Natriumarsenat, 
Natriumarsenit. Da die zahlreichen unter den verschiedenen Versuchs- 
bedingungen in dieser Richtung angestellten Versuche alle negativ ver- 
liefen, geben wir hier nur einige Beispiele. 

Chinin. hydrochlor. wirkte bis 10mg in 100 cem Gesamtvolumen 
(davon 50cem Fermentlésung 1: 40000) bei py 6,7 bis 8,0 nicht im ge 
ringsten auf die Leberkatalase. Die Reihenfolge des Zufiigens der einzelnen 
Bestandteile war gleichgiiltig. Auch eine fordernde Wirkung ganz geringer 
Chininmengen war nicht zu beobachten. 

Ebenso war bei Vuzin hydrochlor. (bis 10mg in 100 cem Gesamt- 
volumen bei py 7,6), bei Atoxyl (bis 10mg in 10€ cem Gesamtvolumen 
hei py 7,5), bei Methylarsinoxyd (bis 10mg in 75 bis 100 cem Gesamt 
volumen bei pu 7,1), Natriumarsenat (bis 10 mg in 65 bis 100 cem Ge- 
samtvolumen bei p 7,1), Natriumarsenit (bis 10mg in 70cem_ bei 
Py 7,0) keine Hemmung auf die Leberkatalase zu beobachten. 

Untersuchungen iiber das Verhalten von Katalasen anderer Her 

5 
kunft gegen die erwihnten und andere Gifte sind im Gange. 


Zusammenfassung. 


1. Die Leberkatalase hat ein breites Optimium um py, 7; eine 
gute Wirkung ist jedoch bis etwa py 1l zu beobachten; erst bei 
dieser Reaktion sinkt sie steil. 

2. In Bestatigung der Angaben von Morgulis wurde gefunden, 
daB bei konstanter H,O,-Konzentration die GréBe der Spaltung von 
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der absoluten Menge der Katalase abhingig ist. Je nach dem gegen- 
seitigen Mengenverhiltnis Ferment — H,QO, ist der Gang der Reaktion 
verschieden: monomolekular bei Spaltung des gréSten Teils des 
H,O,, bimolekular bei Spaltung zwischen etwa 66 bis 80°/). 

3. Die hemmende Wirkung der Chloride auf die Katalasewirkung 
kann durch geringe Mengen Bicarbonat (bei unverandertem py) ganz 
oder fast ganz auigehoben werden. 

4. Die untersuchten Verbindungen: Chinin, Vuzin, Atoxyl, 
Methylarsinoxyd, Natriumarsenat und Natriumarsenit waren auf das 
Ferment vollkommen unwirksam. 
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Uber die Wirkung 
des Calciums auf die Labgerinnung der Milch. 
Von 


P. Rona und E. Gabbe. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 8. August 1922. 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


1. Finleitung. 


Seit den Untersuchungen von Hammarsten (1) wird die Gerinnung 
der Mileh als ein in zwei Phasen ablaufender ProzeB aufgefaBt; diese sind 
1. die Umwandlung des Caseins in einen Parecasein genannten Stoff und 
2. die Ausfillung des Paracaseins durch die in der Milch enthaltenen Kalk- 
salze. Zu dieser Annahme fiihrten folgende Versuche: Wird eine Lésung 
von Casein in Alkalien oder basischen Salzen mit Lab allein (oder mit 
Calciumchlorid allein) versetzt, so tritt eine Veraiinderung auch nach langerer 
Zeit nicht ein; fiigt man aber zu der mit Lab versetzten Caseinlésung 
Caleiumchlorid hinzu, so erfolgt schnell die Abscheidung eines Gerinnsels. 
Die Selbstandigkeit der beiden Phasen der Labung konnte dadurch gezeigt 
werden, daB nach Ablauf der fermentativen Umwandlung des Caseins in 
kalkfreier Losung die Ausfallung des Paracaseins durch Kalk in ganz der- 
selben Weise mdéglich ist, wenn das Ferment vorher durch Alkalien oder 
durch Erhitzen zerst6rt wird. Auch bei der Milch konnte eine zeitliche 
‘Trennung der beiden Phasen bewirkt werden: Durch Ausfillung des Calctums 
mit Oxalsiure wird die Fallung des Paracaseins verhindert [Arthus und 
Pagés (2)] oder durch Ablauf der Fermentwirkung in der Kalte (unter 8°C) 
kann die Ausfallung des Paracaseins auch bei Calcitumanwesenheit hintan- 
gehalten werden [Morgenroth (3)|; bei Erwarmen auf 40° tritt dann sofort 
die Gerinnung ein, auch wenn das Ferment vorher vernichtet wird. 

Es kénnte hiernach scheinen, als ob dem Calcium nur ein EinfluB 
auf die zweite Phase der Labung, die Paracaseinfillung zukiime; Ham 
marsten (4) nahm jedoch schon an, da die léslichen Kalksalze auch auf 
die erste Phase der Labung, die fermentative Umwandlung des Caseins 
einwirken, und zwar in mittleren Dosen beschleunigend und in gréSeren 
hemmend. Ein einwandfreier Beweis fiir diese Anschauung wurde jedoch 
nicht erbracht. Arthus und Pagés (2) sowie Lércher (5) suchten diese Frage 
auf dem Wege zu kliren, daf sie die Calciumsalze zu verschiedenen Zeiten 
der Labwirkung der Milch zusetzten; sie fanden, daB die Gerinnung da 
am raschesten eintritt, wo sie die Calciumsalze am friihesten zugesetzt 
haben. Lércher faBt das Ergebnis hinsichtlich der Deutung der Ca-Wirkung 
so zusammen: ,,DaB die Calciumsalze nur durch die Ausfallung des Para 
caseins beschleunigend wirken, ist durch diese Versuche nicht widerlegt, 
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daB die Caleciumsalze den ProzeB der Umformung des Caseins, durch Lab 
beschleunigen, nicht bewiesen; da wir also nun bestimmt wissen, einmal 
daB die Ca-Salze (innerhalb gewisser Grenzen) die Labgerinnung beschleu 
nigen, zum anderen, da®B sie bei der Ausfallung des Paracaseins beteiligt 
sind, weiter aber nichts, so hat die Hypothese, daB die Ca-Salze durch ihre aus 
fallende Wirkung gerinnungsbeschleunigend wirken, am meisten fiir sich').’ 

Bei dieser Deutung wird vorausgesetzt, da auch die zweite Phase 
(Ausscheidungszeit) eine Zeit in Anspruch nimmt, welche neben der Dauer 
der ersten Phase [Umwandlungszeit*)] merklich in Betracht kommt; wird 
dann durch Anderung des Calciumgehaltes die Gerinnungszeit verindert, 
so sind Schliisse, welche von beiden Phasen eine Anderung erfihrt, niclit 
ohne weiteres angiingig. Da es nicht méglich ist, klar zu erkennen, auf 
welche von beiden Phasen die Ca-Wirkung zv beziehen ist, gilt: auch fiir 
die angefiihrte Versuchsanordnung, bei weleher der Kalk zu verschiedenen 
Zeiten der Labeinwirkung der Milch hinzugefiigt wird. Van Dam (6) wies 
darauf hin, da®8 durch den Calciumzusatz die Wasserstoffzahl (h) der Mileh 
in solechem Grade erhéht wird, da®B als Ursache der Verkiirzung der Uin 
wandlungszeit auch die erhéhte A in Betracht zu ziehen ist. Wurde die 
h der Milch durch Zusatz von Salzsiiure soweit erhéht, daB jetzt ein 
Calciumzusatz die h nur unbedeutend beeinfluBte, dann war die Ver 
kirzung der Gerinnungszeit der Milch durch den Calciumzusatz un 
wesentlich; ja die Gerinnungszeit war unter diesen Bedingungen bei 
Ca-Zusatz zuweilen verliingert, und van Dam schloB daraus, daB Calcium 
neben einer Beschleunigung der Ausfallung des Paracaseins in derselben 
Konzentration einen hemmenden EinfluB auf die Fermentwirkung ausiiben 
konne. Hieraus geht hervor, da die Methode des Caleciumzusatzes zur 
Milech zu verschiedenen Zeiten der Labwirkung nur dann Schliisse auf 
das Wesen der Calciumwirkung zu ziehen gestattet, wenn durch den 
Calciumzusatz die h nicht veriindert wird [vgl. hierzu auch die Befunde 
von Spiro (7)}. 

Wir sind heute imstande, die h der Milch durch den Zusatz eines 
h-Regulators konstant zu halten und so die reine Caleiumwirkung zur 
Darstellung zu bringen. Um jedoch die Frage zu klaren, ob das Calcium 
nur auf die Ausfillung des Paracaseins oder auch auf die Fermenttitigkeit 
einwirkt, bedarf es einer Methode, welche gestattet, diese beiden Vorgiinge 
zu trennen und die Fermentwirkung in ihrem ganzen Verlaufe zu ver 
folgen. Die erwaihnte Methode Morgenroths (3) fiihrt zwar zu einer zeitlichen 
Trennung der beiden Phasen, erméglicht aber auch in der Modifikation 
von Fuld (8) nicht, einen befriedigenden Einblick in den Ablauf der Ferment 
wirkung zu gewinnen. Hierzu scheint die Verwertung von Beobachtungen 
geeigneter, die von Arthus und Pagés (2) bereits 1890 mitgeteilt wurden: 
diese Autoren fanden, daS wiihrend der Fermentwirkung die Hitzegerinn- 
barkeit der Milch standig zunimmt; d. h. die Hitzegerinnung ist in 
einem spateren Zeitpunkt schon bei niedrigerer Temperatur als vorher 
méglich. Nach den Untersuchungen von Reichel und Spiro (9) sowie 
von Fuld (8) haben wir uns die Labwirkung als eine kontinuierliche, 
mit gleichmaBiger Geschwindigkeit ablaufende Umwandlung des Caseins 
in Paracasein vorzustellen. Die im Beginn der Fermentwirkung gebildete 
zuniichst kleine Menge Paracasein nimmt im weiteren Verlaufe stetig zu, 
wahrend die Caseinmenge entsprechend abnimmt. Ist nahezu alles Casein 


1) Vul. hierzu auch van Dam, |. e. 
2) Vgl. hierzu auch Fuld, 1. c. 
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in Paraecasein umgewandelt, dann erfolgt bei Gegenwart von Kalksalzen 
die Gerinnung. Das Gasein hemmt anscheinend cie Ausfillung des Para 
easeins durch Kalk. Die standige Zunahme des unléslichen Paracasein 
caleiums bewirkt offenbar die erwihnte Zunahme der Hitzegerinnbarkeit 
der Milch wihrend der Fermentwirkung; d. h. in jedem Zeit punkt derselben 
laBt sich die gerade vorhandene Mischung von Casein und Paracasein 
durch diejenige Temperatur charakterisieren, bei der wahrend der Er 
wirmung sofortige Gerinnung eintritt. Wir haben diese Eigenschaft be 
nutzt, um den Ablauf der Fermentwirkung bei variiertem Calciumzusatz 
zu studieren; dieser Weg erwies sich als gangbar, um in die verwickelten 
Verhiltnisse der Labgerinnung niher einzudringen. 

Beziiglich der Auswahl einer fiir das Studium der Caleiumwirkung 
geeigneten Labsorte miissen Angaben in Betracht gezogen werden, nach 
denen die Labfermente verschiedener Tiere durch Calcium in verschiedenem 
Grade beeinfluBt werden. Bang (10) legte dar, daB das Lab vom Menschen 
und vom Schwein (Parachymosin) durch Caleciumehlorid in seiner Wirkung 
stiirker begiinstigt werde als das Kalbslab (Chymosin). Gewin (11) erklirt 
diese Unterschiede mit der verschiedenen Alkaliempfindlichkeit der beiden 
Enzymarten; man kénne nicht folgern, da das Calciumcehlorid die Para 
chymosinwirkung mehr beschleunigt, sondern da das Parachymosin bei 
neutraler Reaktion ohne CaCl, schwiicher wirkt als das Chymosin; da nun 
der Calciumzusatz die h der Fliissigkeit erhGht, so ist eine Deutung der 
von Bang gefundenen Unterschiede der Caleitumwirkung mit den Unter 
schieden der h in der Tat naheliegend. Gewin konnte weiter zeigen, 
daB die Unterschiede in der Alkaliempfindlichkeit nicht auf einer an sich 
groBeren Bestiindigkeit des Kalbslabs gegen OH-Ionen, sondern auf der 
Anwesenheit eines besonderen als Verunreinigung anzusehenden Stoffes 
in der Kalbsmageninfusion beruhen, welcher das Ferment gegen die zer 
stérende Wirkung der OH-Ionen schiitzt; so ist es wahrscheinlich, dai das 
von diesem Stoffe befreite Kalbslab ebenso calcitumempfindlich ist wie das 
Schweinelab. Es scheint daher am zweckmiBigsten, Schweinelab zu den 
Versuchen zu benutzen, da bei diesem die stérende Wirkung einer die 
Calciumwirkung modifizierenden Beimengung nicht zu_ befiirchten ist. 


2. Die Labgerinnungszeit bei Zusatz des Caleitums zu_ verschiedenen 
Zeitpunkten der Fermentwirkung. 


a) Methodik. 


{Inhalt: Schilderung der Versuchsanordnung (Milchpulver, Regulator, 
Milchverdiinnung, Calciumchloridzusatz). DreiVersuche, die zeigen: 1. den 
Einflu8 des CaCl, auf die h bei verschiedenem Puffergehalt, 2. Pufferung 
bei wechselnder Milchverdiinnung, 3. den EinfluB von Milchverdtinnung 
und Pufferkonzentration auf die Gerinnungszeit. — Versuchsanordnung 
bei Bestimmung der Gerinnungszeit nach zeitlich variiertem Calciumzusatz. | 

Da die Gerinnbarkeit der Mileh, zumal in den Sommermonaten, je 
nach Herkunft und Aufbewahrung Schwankungen unterliegt, wurden die 
Versuche mit einem Trockenmilchpulver angestellt, um so mit einem 
Material von gleichmaBiger Beschaffenheit zu arbeiten; dieses Pulver 
wurde zu Beginn der Versuche in gréBerer Menge beschafft!); das Milch- 


1) Trockenmilchpulver nach dem Verfahren von Krause (Miinchen) 
hergestellt 





42 P. Rona u. EK. Gabbe: 


pulver enthilt nach unserer Analyse: 0,9015 %, Ca und 20,92 °, Casein. 
Ar jedem Versuchstage wurde durch Verreiben eine frische Lésung dieses 
Pulvers hergestellt, und zwar dem Gehalte der natiirlichen Milch an Troecken- 
substanz entsprechend 12 g Pulver auf 100 cem Wasser; die Lésung wurde 
kurz aufgekocht und nach Abkiihlen und Filtrieren als ,,Milch‘S zu den 
Versuchen verwandt; im Text ist unter ,,Milch’*, wenn nichts anderes 
bemerkt, stets diese Milchpulverlésung zu verstehen. Es sei schon hier 
angefiihrt, daB wir die gleichen Versuchsresultate auch mit natiirlicher 
Milch erzielen konnten. 

Als Regulator der h wihlten wir Acetatgemische; eine einfach normale 
Losung von Natriumacetat wurde mit n/10 Essigsiiure in der fiir die ge- 
wiinschte A noétigen Menge versetzt und auf das doppelte Volumen auf 
gefiillt. Die h wurde stets elektrometrisch gemessen. Von diesem Puffer 
gemisch wurde jedem Gerinnungsversuch ein Fiinftel des Endvolumens, 
das meist 10 cem war, zugefiigt; hierdurch war die Konzentration an 
Natriumacetat in allen Versuchen schlieBlich 0,1 normal. 

Schon durch den Zusatz des Puffers wird die Milch verdiinnt; eine 
noch starkere Verdiinnung war aus zwei Griinden erwiinscht: 1. ist’ bei 
stirkerer Verdiinnung eine geringere Pufferkonzentration zur Regulierung 
der h hinreichend; dies ist vorteilhaft, denn die Alkalisalze verlingern 
die Labgerinnungszeit der Milch [Lérecher (5)]; 2. wird durch die Verdtinnungy 
der Milch die Wirkung des in der Mileh schon vorhandenen Calciums 
praktisch ausgeschaltet, wie Michaelis und Mendelssohn (12) zeigten; 
eine zehn- bis dreiBigfach verdiinnte Milch verhilt sich so, als ob sie 
praktisch kalkfrei wire. Wir haben daber die Versuche stets mit zehn- bis 
dreiBigfach verdiinnter Milch angestellt. 

Als Ferment wurde durchweg Pepsin. puriss. Gribler, welches, soweit 
feststellbar, aus Schweinemagen bereitet ist [vgl. auch Michaelis und Rothstein 
(14)], verwendet; es wurde eine 10 proz. Aufschwemmung in 10proz. Koch- 
salzlésung angesetzt, diese nach achttagigem Stehen bei oft wiederholtem 
Umschiitteln filtriert und das Filtrat mit Glycerin zu gleichen Teilen 
versetzt. Diese Standardlésung behielt, im Eisschrank aufbewahrt, ihre 
Wirksamkeit waihrend drei Monaten unverandert. Die zu den Versuchen 
verwandten Fermentlésungen sind als Verdiinnungen dieser Lésung_ ,,/* 
angegeben. 

Das Calcium wurde als Calciumchlorid in einfach molarer oder stiirker 
verdiinnter Lésung, und zwar jeweils 1 eem zu 9 ccm der Puffer und Ferment 
enthaltenden verdiinnten Milch zugegeben. 

Da das Calciumchlorid auch die h des Puffergemisches verindert, 
muBte festgestellt werden, ob die gewiihlte Konzentration des Regulators 
die h hinreichend konstant zu halten vermag. Tabelle 1 zeigt eine dies 
beziigliche Versuchsreihe; bei Zusatz von 1,0 cem Puffer wurde ph durch 
CaCl,-Zusatz starker erniedrigt als bei 2,0 cem Puffer; durch die dem Calcium. 
gehalte der Milch nahe kommende CaCl,-Konzentration 0,05 molar wurde 
ph von 6,50 auf 6,27 erniedrigt bei Zusatz von 2,0 Puffergemisch; diese 
Pufferkonzentration wurde daher als hinreichend betrachtet. Tabelle I] 
gibt einen Versuch wieder, in dem auBer der Puffermenge auch die Milch- 
verdiinnung von 5- bis 30fach bei fehlendem Calciumzusatz variiert wurde ; 
auch bei der angewandten héheren h trat eine nennenswerte Verschiebung 
der h auch bei nur 5facher Milchverdiinnung nicht auf, wenn 2,0 cem 
Puffergemisch in 10,0 com Gesamtvolumen enthalten waren. 
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T'abelle I. 


EKinflu8 von CaCl, auf die h bei verschiedenem Puffergehalt. 











Rohrchen Nr. l 2 3 4 5 6 7 a) 
Miton YJocm .. 2 LO 1; 10" 10 | 10 | £0) £0 | te | 16 
Ca Cl,- PUES a as oe — 1O | 1,0 | 10 - 10 | 10 | 10 
Loésung | Konzentration . m', | M/,/| mM); m/, | m/, | m) 
Acetatpuffer*) com... . | 10 | 10 | 10 | 10 | 2,0 | 20 | 20 | 20 
Aqua dest. ad 10,0 cem 
ph (elektrom.) ... .. . 653 624) 6,16 6,04) 6,50) 6.33) 6.27 6,14 
*) Zusammensetzung: 10,0 cem n/l Natriumacetat + 1,20n/10 Essigsaure 


Aqua dest. ad 20,0. 


Tabelle II. 


Pufferwirkung bei verschiedener Milchverdiinnung. 





Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 ) 
Milch 1{,ccm .. . San ;, 0,33; 1,0 | 2,0 0,33/ 1,0 | 2,0 
Acetatpuffer*) com... . | 0,5 | 05 | 05 | 05 | 2,0 | 20 | 2,0 | 2,0 
Aqua dest. ad 10,0 ccm 
ph (elektrom.) ...... 5.21; 5.24! 5.38) 5.56! 5,17) 5,22) 5,24) 520 
*) Zusammensetzung: 10,0cem n/l Natriumacetat 1.4 n/1 Essigsiiure 


Aqua dest. ad 20,0. 


Tabelle IIT. 


KinfluB von Puffergemisch und Milehverdiinnung auf die Gerinnungszeit. 





7 9 th) il 12 


wr 
S 
x 


Roéhrehen Nr. ] 2 3 4 


Milch if,com .. . . 12,0) 10)05 0.33 2.0 10 0.5 033 2.0 10 05 0,35 

Ferment F.10—3eem 10 10 10 10 10 10 10 10) 10 1.0 1,0 10 

CaCl, 0,5 mol. cem, 1.0 10 10° 1.0 10 10 10 10 10 10 10 10 

Acetatpuffer*) cem . 05 05 05 05 1,0 10 10 1,0 2.0 2.0 2.0 2.0 
Aqua dest. ad 10,0 cem 

Gerinnungszeit i. Min. 8.5 85 9.0 12,5 11 12 15 205 18 20 25 32 


*) ph 6,40 (10,0 com n/1l Natriumacetat + 1,50 n/10 Essigsiure 
+ Aqua dest. ad 20,0). 


Tabelle III zeigt den EinfluB des Regulators auf die Gerinnungszeit 
bei wechselnden Milchverdiinnungen. Je gréBer der Gehalt an Puffer und 
je gréBer die Verdiinnung ist, desto langer ist die Gerinnungszeit. Der 


Einflu8 von Natriumsalzen auf die Gerinnungszeit kann nach van Slyke 
und Bosworth (13) so gedeutet werden, da® sich auch etwas Paracasein- 
natrium bildet, welches léslich ist und das Ausfallen des Paracaseincalciums 
hemmt. Je gréSer die Milchverdiinnung ist, desto gréBer wird bei gleicher 
Puffermenge die Menge des Paracaseinnatriums im Verhiltnis zur Calcium 
verbindung und damit auch die Verlaingerung der Gerinnungszeit sein. 
Da in simtlichen Versuchen, die unten beschrieben werden, die Puffer 
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konzentration die gleiche war, ist der Einflu®B des Regulators auf die Ge 
rinnungszeit in jeder Versuchsreihe konstant und leicht zu_iibersehen 

Die Versuche werden in der Weise angestellt, daB etwa 15 Reagenz 
glaschen mit je 2,0cem Puffergemisch 5,0 cem Aqua dest. + 1,0 cem 
Fermentlésung beschickt wurden; hierzu wurde eine derartige Ferment 
verdiinnung ausgewihlt, die bei der gewiihlten Milchverdiinnung bei Zusatz 
von 1,0cem Caleiumehlorid in 0,5 mol. Lésung in durchschnittlich 
20 Minuten bei Zimmertemperatur zur Gerinnung fiihrte. Dann wurde 
zu allen R6hrehen méglichst schnell hintereinander 1,0 cem der betreffenden 
Milchverdtinnung zugegeben; dies geschah in weniger als einer Minute. 
Der Zusatz von 1,0cemCaCl,-Losung erfolgte bei den ersten beiden R6hrchen 
(a, b) sofort nach Zusatz der Milch zu denselben und vor Zusatz der Milch 
zu den anderen Réhrchen; zu den Roéhrehen ec, d usw. wurde das CaCl, 
jeweils eine oder mehrere Minuten spiiter als in dem voraufgehenden Réhr 
chen zugegeben, je nach der Zeitdauer, auf die sich der Versuch erstreckte 
und die meist durch voraufgehende gleichartige Versuche ermittelt war. 
Ks wurde hierbei die Zeit zwischen Beginn der Fermentwirkung und CaCl,- 
Zusatz in den letzten Rohrehen so groB gewiahlt, bis der Zeitpunkt erreicht 
wurde, in dem der CaCl,-Zusatz in 10 bis 30 Sekunden zur Gerinnung 
fuhrte. Im manchen Versuchen wurde ein derartiger Zeitpunkt indes gar 
nicht erreicht; die Zeit vom Zusatz des CaCl, bis zur Gerinnung nahm 
vielmehr stiindig zu; in diesem Falle wurde das Caleciumehlorid 40 bis 
60 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung dem letzten R6hrehen zu 
gegeben. Das Ferment wurde stets bei Zimmertemperatur einwirken 
gelassen [die Anwendung hoherer Temperaturen, insbesondere 38 bis 40°, 
wie sie in friiheren Arbeiten oft bevorzugt wurde, erscheint dann bedenklich, 
wenn das Ferment in so groBer Verdiinnung angewandt wird, daB die Zeit 
der Einwirkung bis zur Gerinnung nicht nach Sekunden, sondern nach 
Minuten geziihlt wird. Dies ist aber bei Beobachtung von Versuchsreihen, 
die aus etwa 15 zu gleicher Zeit angesetzten Einzelversuchen bestehen, 
zweckmiaBig. Bei 40° wird nimlich das Ferment schon merklich zerstért, 
Bang (10)]. — Bei jedem R6hrchen wurde die Zeit bestimmt, die vom Zusatz 
der Milch zum Ferment bis zum Eintritt der Gerinnung verging; dieser 
wird daran erkannt, da die diffuse Triibung der verdiinnten Milch sich 
besonders bei Schrighaltung des Réhrchens gegen schwarzen Hintergrund 
in kleine, scharf begrenzte, makroskopisch gut erkennbare Fléckchen avf- 
lost. Dieser Zeitpunkt lieB sich stets bis auf 14 Minute genau bestimmen. 
Die Schwankungen in den Gerinnungszeiten gleichartig und zu _ gleicher 
Zeit angesetzter R6hrchen betrugen nicht mehr als 5 °%>. 


b) Versuche. 


(Inhalt: Es wird gezeigt, da®B die Gerinnungszeit, wenn das Calcium 
nicht von Anfang an in der Lésung vorhanden ist, sondern erst spiter zu- 
gesetzt wird, meist verlingert ist; diese Verlingerung erreicht ein Maximum 
bei Zusatz des Calciums wenige Minuten nach Beginn der Fermentwirkuny. 
Bei hoher Ca-Konzentration ist die Verlangerung am gr6éBten, wenn der 
Kalk friih zugesetzt wird; bei niederer Ca-Konzentration ist die Verliin- 

& . 
gerung am gréBten bei spitem Zusatz.) 

Es seien zunichst vier Versuchsreihen mitgeteilt (I bis IV); jede 
derselben umfaBt vier bis sechs Einzelversuche (1, 2, 3 usw.); in 
jeder Versuchsreihe wurden Milch- und Fermentkonzentration sowie 
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ph konstant gehalten; die Einzelversuche einer Versuchsreihe unter- 
scheiden sich dadurch voneinander, da das Caleiumchlorid in ver- 
schiedener Konzentration zugefiigt wurde; jeder Einzelversuch bestand, 
wie oben beschrieben, aus einer Anzahl gleichartig mit Puffer, Ferment 
und Milch angesetzter Réhrehen (a, b, ¢ usw.), denen das CaCl, ver- 
schieden lange Zeit nach Beginn der Fermentwirkung zugegeben 
wurde. In den Tabellen sind von jedem Gerinnungsréhrchen zwei 
Zahlen angegeben: 1. unter Ca die Zeit in Minuten vom Beginn 
der Fermentwirkung bis zum CaCl,-Zusatz; 2. unter Gerinnungszeit 
die Zeit in Minuten vom Beginn der Fermentwirkung bis zum Eintritt 
der Gerinnung. 
Abb. 1. Tab. IV. 
Versuchsreihe I; Milch 10fach verdiinnt. 
Ferment F'.10-°; ph 6,40. 














Versuch Nr.1. . . . . 100 Millimol CaCl, 
si aeviieet « Kad’ s *p awe Z. * 
ie see - re 
re sett Mita > yt x6. ae See *? 
80 7 80 
70 + + 3 70 
60 ews a a j ition 60} 
a~ wm. 
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Zet des Gall, -Zusatzes nach Begnn d. Fermemwirkung Zet des (all,-Zusatzes nach Beginn a Fermentwirkung 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 2. Tab. V. 
Versuchsreihe II; Milech 30fach verdiinnt. 
Ferment F'.10-%; ph 6,40. 


Versuch Nr.5. . . . . 100 Millimol CaCl, 
5 oN Sate eer ee. 9% is 
oe 2 — se ne = 
” Pi Sa eee 


” ce Oo yes. ee gy 





46 P. Rona u. FE. Gabbe: 


Versuchsreihe IT und Il wurden bei ph 6,40, IIT und IV bei ph 5,40 
ausgefiihrt. ph 6,4 wurde gewiihlt, da bei dieser h das Labferment noch 
gut wirksam ist, withrend bei etwas héherem ph nach Michaelis und 
Rothstein (14) bereits die Zerst6rung durch die OH-Ionen beginnt; bei 
ph 5,4 konnte der Einflu8 einer héheren / studiert werden, ohne dai das 
Auftreten einer Siuregerinnung der Milch zu befiirchten war. Bei Ver- 
suchsreihe I und III war die endgiiltige Milchverdiinnung 1l0fach, bei 
Il und IV 30fach; auch die Ferment- und Calcium-Konzentrationen sind 
in den Tabellen in den endgiiltigen Konzentrationen angegeben, die nach 
Zusatz aller Bestandteile in den 10 cem Fliissigkeit des Einzelréhrehens 
vorhanden waren, bei dem Ferment als Verdiinnungszahl der Standard- 
lésung F, bei dem CaCl, in Millimol pro Liter. Der Zusatz von Milch, 
Ferment und Calciumchlorid erfolgte in je 1,0 cem einer 10fach starkeren 
Losung. 

Die Versuche waren gut reproduzierbar; bei Wiederholungen anderten 
sich die Gerinnungszeiten in ahnlicher Weise wie bei den mitgeteilten 
Versuchen; nur die absoluten GroBen der Gerinnungszeiten zeigten ent- 
sprechend den unvermeidlichen leichten Schwankungen der Ferment- 
konzentration bei neuer Verdiinnung der Standardlésung geringe Unter- 
schiede bei verschiedenen Versuchen. 

Die Versuchsreihen | bis IV sind in den Abbildungen | bis 4 
graphisch dargestellt; jedem Einzelversuch entspricht eine Kurve; 
die Zeiten vom Beginn der Fermentwirkung bis zum CaCl,- Zusatz 
sind auf der Abszissenachse, und die vom Beginn der Labwirkung 
bis zum Eintritt der Gerinnung auf der Ordinatenachse aufgetragen. 
Jede einzelne Kurve zeigt also an, wie sich ceteris paribus die Ge- 
rinnungszeit anderte, wenn die Zeit vom Beginn der Fermentwirkung 
bis zum Zusatz des CaCl, variiert wurde. Die verschiedenen Kurven 
einer Abbildung unterscheiden sich hinsichtlich der zugrunde liegenden 
Versuchsbedingungen lediglich durch die wechselnde GroBe der CaCl,- 
Konzentration. 


Abb. 3. Tab. VI. 


Versuchsreihe IIT; Mileh 10fach verdiinnt. 
Ferment F'.10-%.1/,; ph 5,37. 


Versuch Nr. 11... . . 100 Millimol CaCl, 
a oe eres | w As 
mS eee So ee ee ae a 
me cr: Weert: | Ne a 
“i Rs eer 5 o 


Abb. 4. Tab. VII. 


Versuchsreihe IV; Milch 30fach verdiinnt. 
Ferment F'.10-*; ph 5.40. 
Versuch Nr. 16... . . 100 Millimol CaCl, 
i Pe ae = of 
% ie i: See Re 
os a EDS se a. Ses oe 
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Unter den mdnnigfaltigen Verlaufsformen der Kurven von Ab- 
bildung 1 bis 4 kehrt am haufigsten eine Form wieder, welche 
folgendermaBen zu beobachten ist (vgl. die Kurven 1, 2, 7, 11, 16, 
18, 21, 22): von links nach rechts gelesen beginnen die Kurven mit 
einem Anfangspunkt, der wiederholt den tiefsten Punkt der Kurve 
bildet, und steigen dann mehr oder weniger steil an bis zu einem 
Maximum; die Kurven sinken dann ab bis zu einer Hohe, welche 
haufig iiber dem Anfangspunkt gelegen ist, zuweilen auch betriacht- 
lich tiefer liegt. Einige Kurven biegen dann ein zweites Mal um 
und verlaufen wieder schrag aufwirts. Diesen Verlauf nehmen in 
den ersten drei Versuchsreihen die Kurven, welche Versuchen mit 
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mittlerem oder hohem Kalkgehalt entsprechen, in der vierten Reihe 
auch die mit niederem Kalkgehalt. In Abbildung 2 weicht die 
Kurve 5 (mit 100 Millimol Ca-Gehalt) von dem geschilderten Ver- 
laufstypus insofern ab, als der Anfangspunkt schon den héchsten 
Punkt der Kurve darstellt, von dem dieselbe steil abfallt. Denn 
weichen noch in den Abbildungen 1 bis 3 die Kurven mit den 
niedrigsten CaCl,-Zusitzen vom haufigsten Typus ab: sie beginnen 
zwar auf ziemlich tief liegendem Anfangspunkt, steigen dann aber 
mehr oder weniger steil an, halten sich dann weiter auf etwa gleicher 
Hohe, indem sie ohne abzusinken ziemlich parallel zur Abszissenachse 
verlaufen, oder sie entschwinden bei steilstem Anstieg sehr bald aus 
der Abbildung; der absteigende Schenkel fehlt vollkommen. 





48 P. Rona u. E. Gabbe: 


Tabelle IV. 





Versuch Nr. 1 2 3 4 
in Millimel KR Liter 100 0 25 12,5 
Rohrchen Ca G.+Z. Ca GZ. Ca G.Z. Ca GZ. 
ee at og ae eS ae a 0 50 0 16 0 21 0 21 
b a Beek. Sie, 0 49 0 16 0 21 0 21 
i ae 2 59 2 28 2 45 2 67 
a. NE NE Ee 5 62 4 29 4 48 5 135 
Og? ote a) on 6 63 6 32,5 7 66 — - 
See ouisines eee 8 55 8 33 10 69 
g peewee: we ae ak Tees 72 
Wee Sor ee 145 | 39 12 30 20 76 
am ir gout Saks 20 34 14 29,5 29.5 80 
ee Cape 26 35 16 29 31 80 
RE NES ot 31 35 20 28.5 35 79 —_ 
ee a are 37 37,3 || 22 27 45 76 
n re re Cle ; - 24 25 50 76 
0 Sl A rt ge - 27,5 | 28 56 71 
Dy eae dy ees —- 72 78 
ie gs etal ‘ -- 78 84 


Versuchsreihe I; Milchverdiinnung 10fach. 

Ferment F'.10-3; ph 6,40. 

Ca: Zeit vom Beginn der Fermentwirkung in Minuten bis zum CaCl,- 
Zusatz. 

G-Z: Zeit vom Beginn der Fermentwirkung bis zum Eintritt der 
Gerinnung. 





Tabelle V. 





Versuch Nr. 5 6 | 7 8 9 | 10 

in Millimel p20 Liter | 100 63 50 25 18 | 12,5 
Rohrchen | Ca GwZ. || Ca | GsZ || Ca | GZ. Ca | GZ. || Ca G.2,| Ca | G.+Z. 

a 0 > 120) 0 | 55 0 37 0 25,5) 0; 2310; 17 
b 0 >120) 0 | 54 0 36 0 25,5110! 2210) 17 
O.  as eee 1 | 56,51 1,2: 62 1,2; 38 we. a i 
SF 22s ae 2 46 2 62 2 47 2 ' 2 * 
e < ‘10 3 | 34 3 61 3 55 ~- - |— 
OP ae 8 4.5) 20 4 53 4 57 - |— . i 
g aM ceca 656 | 95 6 38 6 57 - — |i— i 
h 7 7,418 9 8 30.—««. 8 52 - 
Dae ahs An ee 9 92 9 24 «#10 44.5 - — i 
Sao : 10.3 14 14 38 . Ae i 
| pe ge ee Oe -}; — jl 11,6 18 32 i}— | — | — |] — 
We cated: giana - -——| — /|12 12,5 25 29 — 


Versuchsreihe II; Milchverdiinnung 30fach. 
Ferment F'.10-%; ph 6,45. 

Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes | 
G-Z: Eintritt der Gerinnung | 


; 
‘ 
in Min. nach Beginn der Fermentwirkung 
* Nach 180 Minuten noch nicht geronnen. | 
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Tabelle VI. 
a Versuch Nr. ll 12 13 14 15 4 
CaCh ‘ — 
in Millimol pro Liter 100 wv 25 12,5 6,3 
Rohrchen Ca G.Z. Ca GZ. Ca G.+Z. Ca GuZ.!) Ca GZ 
a 0 38 0 15,5) 0 13 0 145 0 17 
b 0 | 38 0 16 0 13 0 14 0 | 17,2 
c l 41 1,5; 21 ] 13,5); 15) 15 2 | 24 
d 2.5) 48,5]| 3 21 3 14 3 16 4 (27 
; e 4 49 54; 20.5) 5& 14.5 5 16.3; 6,3) 28 
f 6 45 7,4, 17,5) 6 14.5 6 16.7. 8 29 
g 8 39 10 15.5 7 13 7 17 10 30 
h 10 34 13 14,5), 9 9,7;, 9 16 = 12 3] 
i 12 23,5|| 15 15,2) 10,2; 10,4} 10.2; 15 | 14 31 
k 14 16,5 12 13 |17 |30 
1 17 17,7 14 14,3 22 31 
m afte me 25 31 
Versuchsreihe IIIT; Milchverdiinnung 10fach. 
Ferment F'.10—3.1/,; ph 5,37. 
Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes |. ‘ , . , 
G-Z: Eintritt der Gerinnung | in Min. nach Beginn der Fermentwirkung. 
Tabelle VII. 
Versuch Nr. 16 17 18 19 20 21 22 
Ca Ch 
r in Millimol 100 63 50 39,8 31,5 25 12,5 
pro Liter 


Rohrchen Ca \GsZ.| Ca |GeZ. Ca 'GseZ.) Ca (GsZ.| Ca GseZ. Ca GsZ. Ca |GsZ 


a. ...i{0 |233) 0 (245) 0 | 24 0 | 23,7) O | 25 0 |22.5 0 | 24 
BSS he ee 0 25 0 | 24 0 |233) 0 |245) 0 | 23 O 24 
4  ) ae oe 2.5 30 2 1:36:58) 2 136 2 132.7 2 |32 2 |24 2.5) 33 
a... 4 (668 € 14 6 | 30 4 | 36,5) 4 | 36 4 1/315 4 | 405 
oe Cee 6 | 45 8 | 36,5) 6 | 39 6.5 39 6 | 35 6 | 44 
ee eo 8 46 10 |39 8 413 85 40 8 |37 8 | 47 
gg... . {10 | 70,510 | 495,12 | 37 10 | 42.7'10 | 42 |10 | 39 | 10 | 51 
h. ... (12 | 74,3)12 |505 14 |33,5)12 44 12442 | 12 | 41,5| 12,8 54 
i... . 14 (69 114 | 51 1165) 25.5)14 (44 | 14 |42 | 14 | 43 114 | 56 
k. ... 16 {65 116 |50 |18 |22 116 |42 5/16 (42516 46 | 16 | 58 
}. ... 8 |60 118.5) 46 | 20 |23 1185 40 (18 (43 (18 | 45 18 | 59 
m ... |/20 | 49 20 | 44 | 22 |23.5;20 | 39 | 20 | 43 20,5 42 | 20.5) 57 
i nm... . 22 | 245/22 |39 |}24 | 265122 36 (22 | 41,5)22 | 30,5122 | 55 
es. i fH! (SITS 133 — |'24 35 24 395:24 3651'24 | 52 
p. .. . |26 | 29 | 26 | 28 28 | 30 | 26,5 37.5 28.5 32 26 48 
i Sar 29 | 32,728 | 29 30.5 31.6 28.5 31 3003 1 28 3 
| ee .. 2-1 2 SRS 34 | 342/30 | 34 30. «41 
} Ba. 2. WE | S45 . ae ja 35 | 37 
{ t 35) 35,2 37.5 39 
} Versuchsreihe IV; Milehverdiinnung 30fach. 


Ferment F'.10-4; ph 5,40. 


Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes | . ae : 
5 in Min. nach Beginn der Fermentwirkung. 
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; 
| G-Z: Eintritt der Gerinnung | 
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Um zu erkennen, welche Bedeutung den verschiedenen Kurven- 
zigen zukommt, haben wir in Abbildung 5 die Kurven 5, 16 und 9, 
welche den drei Haupttypen der Verlaufsformen entsprechen, in etwas 
anschaulicherer Weise dargestellt. In dieser ist das einzelne Gerinnungs- 
rohrehen nicht als Punkt einer Kurve, sondern als Stab wiedergegeben, 
dessen Lange der Zeit vom Beginn der Labwirkung bis zum Eintritt 
der Gerinnung entspricht. Auf den einzelnen Staben ist der Zeitpunkt 
des Calciumchloridzusatzes dadurch kenntlich gemacht, dai der Stab 
auf dem Stiick schraffiert wurde, welches der Zeit der Fermentwirkung 
in Ca-freier Lésung entspricht. Von der Zeit des Ca-Zusatzes an bis 
zum Eintritt der Gerinnung sind die Stabe schwarz gehalten. 

‘ Jeder Stab entspricht einem Gerinnungsréhrchen 
I. Versuch 5. | des betreffenden Versuchs; die Lange des Stahes 

Il. ” 16. entspricht der Gerinnungszeit; schraffiert bedeutet 

Ill. ms 9, Fermentwirkung ohne CaCl,-Zusatz, schwarz 
nech CaCl,-Zusatz. 


a 


Betrachten wir zunachst den haufigsten Kurvenverlauf (Haupt- 
typus) entsprechend Versuch 16 in Abbildung 5. Wird das Calcium- 
chlorid zu Beginn der 
Fermentwirkung zugesetzt, 
so tritt die Gerinnung nach 
23 Minuten ein; je spater 
der Ca-Zusatz dann erfolgt, 
desto mehr wird die Ge- 
rinnungszeit verlangert ; er- 
folgt der Ca-Zusatz z. B. 
4 Minuten nach Beginn der 
Fermentwirkung, so be- 
tragt die Gerinnungszeit 
schon 54 Minuten; wird 
das CaCl, 12 Minuten nach 
der Milch dem Ferment 
zugefiigt, so gerinnt die 
Fliissigkeit — erst nach 
73 Minuten: das ist das 
Sr. Maximum der Gerinnungs- 
zeit, welches erreicht wird; 
wenn der Zusatz von CaCl, 
noch spiter erfolgt, so nimmt die Gerinnungszeit wieder ab und 
erreicht bei Zusatz des CaCl, 22 Minuten nach Beginn der Ferment- 
wirkung mit 24,5 Minuten fast das Minimum der Gerinnungszeit bei 
friihestem Ca-Zusatz von 23 Minuten; je spiter das CaCl, dann 
weiterhin zugefiigt wird, desto kiirzer wird die zwischen Ca-Zusatz 
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und Gerinnung liegende Zeit, so daB bei Zusatz des CaCl, nach 
32 Minuten und spater die Gerinnung immer sofort nach Zusatz 
des CaCl, eintritt. Versuch 5 (2. Typus) weicht von dem soeben 
seschilderten Versuch dadurch ab, daB die Gerinnungszeit am langsten 
ist bei sofortigem Ca-Zusatz: es kommt in dem gewahlten Beob- 
achtungszeitraum iiberhaupt nicht zur Gerinnung; je spater dann 
das CaCl, zugefiigt wird, desto kiirzer ist die Gerinnungszeit; 
das Minimum liegt bei Ca-Zusatz etwa 6 Minuten nach Beginn der 
Fermentwirkung. Bei der dritten Verlaufsform der Kurven, die 
durch Versuch 9 in Abbildung 5 dargestellt wird, gerinnt die Flissigkeit 
bei Zusatz des CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung in 23 Minuten; 
wird aber das CaCl, nur eine Minute nach Beginn der Fermentwirkung 
zugefiigt, so kommt es innerhalb von 80 Minuten iiberhaupt nicht 
mehr zur Gerinnung. 

Aus den Abbildungen | bis 4 ist ersichtlich, da die drei Ver- 
laufsformen ineinander iibergehend gedacht werden kénnnen, wenn 
man sich weitere Versuche mit CaCl,-Konzentrationen ausgefihrt 
denkt, die zwischen den fiir die beiden selteneren Verlaufsformen 
liegen; besonders deutlich wird dies an Abbildung 2, die alle drei 
Verlaufsformen an ihren Kurven aufweist. Es nehmen bei Zusatz 
des CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung die Gerinnungszeiten mehr 
und mehr ab, je geringer die zugesetzte CaCl,-Konzentration ist (vgl. 
die auf der Ordinatenachse gelegenen Kurvenpunkte); erfolgt der 
CaCl,-Zusatz erst spaiter, z. B. in der Versuchsreihe II nach 7 
Minuten, so nehmen die Gerinnungszeiten standig zu, je geringer 
die zugesetzte CaCl,-Konzentration ist (vgl. die senkrecht tber 
dem Zeitpunkt 7 Minuten gelegenen Kurvenpunkte). Wir kénnen 
hiernach die beiden selteneren Verlaufsformen als Grenztypen auf- 
fassen, in die der haufigste Typus der Kurven (vgl. Versuch 16, Ab- 
bildung 5) tibergeht, wenn die Ca-Konzentration geaindert wird, und 
zwar wird der erste Grenztypus (vgl. Versuch 5, Abbildung 5) erreicht 
bei Erhéhung der Ca-Konzentration, der zweite Grenztypus (vgl. 
Versuch 9 in Abbildung 5) dagegen bei Herabsetzung der Ca-Kon- 
zentration. Die Abbildungen 1 und 3 lassen im Prinzip die gleiche 
Betrachtungsweise zu wie Abbildung 2; nur sind zur Erreichung der 
Grenztypen in diesen Versuchsreihen jeweils andere CaCl,-Konzen- 
trationen erforderlich. So wird durch 100 Millimol CaCl, in Ab- 
bildung 1 und 3 noch ein mittlerer Kurvenverlauf herbeigefihrt, 
wahrend Abbil!nng 2 bei 100 Millimol CaCl,-Gehalt schon den ersten 
Grenztypus aufweist. In Abbildung 1 und 2 wird der zweite Grenz- 
typus schon durch 12,5 Millimol CaCl, erreicht; in Abbildung 3 ist 
dieser dagegen bei 6,3 Millimol CaCl,-Gehalt héchstens angedeutet. 
In Abbildung 4 kommen nur mittlere Verlaufsformen zur Beobachtung; 
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es tritt jedoch bei abnehmendem CaCl,-Gehalt eine gewisse Anniiherung 
an den zweiten Grenztypus auf (vgl. Kurve 18). Bei den gewahlten 
Konzentrationen des CaCl, ist ferner bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung eine Zunahme der Gerinnungszeit noch nicht zu 
erkennen bei erhéhter Ca-Konzentration. Wir konnten uns jedoch 
iiberzeugen, daB bei noch stirkeren CaCl,-Konzentrationen (z. B. 
200 Millimol) auch hier eine Verlangerung der Gerinnungszeit eintritt. 


Tabelle VIII. (Abb. 6.) 








Versuch Nr. 23 24 25 26 
CaCl : ~ 
in Millimol pro Liter 100 wv | 25 12,5 
Roéhrchen | Ca GZ. Ca G.+Z. Ca GZ. Ca G.+Z. 
a wt Bi des ers ee 0 44 0 15 0 7 0 16 
Wie ws oto eee 0 47 0 16 0 17,5 0 16,5 
eo. 15 43 15 | 22,6 1 50 l 80 
a; 2,2 32 2,5 | 25 2 53 5 85 
e 4,3 15 4 27,5 3,3 | 57 10 98 
f 6 8 6 28 5 60 15 120 
Betas h athens 2g Sle les 8 8.6 8 31,5 7 64 
Re ee he Bee ee 9.5 9.8 10 30,5 10 68,5 
Bc cuite Bi vd oac lig el yale — —— 12 27 143 | 76 
Me ge en Ne ey - = 145 | 21 18 78 
Bes) A ei Oe Gt er - - 16 17 23 84 
aa eae = - 18 18,5 || 32 83 
PR ree es ie ae — - 20 20,2 | 43 65 
Versuchsreihe V; Milchverdiinnung 30fach. 
Ferment F'.10-*1/,; ph 6,00. 
Tabelle IX. (Abb. 7.) 
Versuch Nr. 27 28 29 ww 
CaCl | : : 
in Millimol pro Liter 100 | al 25 12,5 
l 
Réhrchen Ca G+Z, } Ca GZ. || Ca GeZ. |} Ca GZ. 
ee oe ie a 0 34 0 19 0 17 0 12 
OS ee be ae 0 34 0 19 0 16,5 0 12 
OS ar ee Be as 2 43 2 26,5 2 21 l 21 
eo, ee a ae 4 46 3 29.5 4 22,5 2 26 
oa pita Seek 6 37,5 5 29.5 7 22 4.5 47 
eS. IS ees aes 8 33 7 28 10 18 7 53 
Bo ee dict cool 0b 5 ae 10 29,5 9 24.5 13,5 15 9 58 
mn. 12 27 10 22.5 | 16 16,2 13 63 
oe 15 23 14 18 — 17 64 
&; 17.5 20 16 18 -- -- 
cd 20 21 — — — 


Versuchsreihe VI; 10fach verdiinnte natiirliche Milch. 
Ferment F'.10-3 '/,; ph 5,71. 
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In den Tabellen VIII und IX werden dann noch zwei Versuchs- 
reihen mitgeteilt, die bei einer ) angestellt wurden, die zwischen der 
h der bisher geschilderten Versuche (ph 6,4 und 5,4) liegt. Versuchs- 
reihe V wurde bei ph 6,0 und Versuchsreihe VI bei ph 5,7 angesetzt 
In Versuchsreihe V war die Milchverdiinnung 30fach, bei VI 10fach; 
auBerdem ist es wichtig zu bemerken, da Versuchsreihe VI mit 
natiirlicher Milch und nicht mit der sonst verwendeten Milchpulver- 
lésung durchgefiihrt wurde. Da sich auch diese Versuchsreihe den 
iibrigen gut einfiigt, ist der SchluB berechtigt, daB mit natiirlicher 
Milch dieselben Resultate gewonnen werden kénnen, wie wir sie mit 
dem Milchpulver erhalten haben. Die Versuchsreihen V und VI sind 
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Die Nummern der Kurven entsprechen den Nummern der Versuche. 


in Abbildung 6 und 7 graphisch dargestellt (Ausfiihrung wie bei 
Abbildung | bis 4). Der Verlauf der Kurven bietet im Vergleich 
mit denen der Versuchsreihen I bis IV im allgemeinen nichts Neues. 
Nur liegt der Ca-Gehalt, bei dem die beiden Grenztypen erreicht 
werden, bei einer etwas anderen Konzentration. So wird in Ab- 
bildung 6 der erste Grenztypus bei einem CaCl,-Gehalt von 100 Millimol 
noch nicht erreicht; die Kurve 23 halt also ungefaihr einen mittleren 
Verlauf inne zwischen Kurve 5 und 15 und steht dabei Kurve 5 naher: 
es entspricht dies dem Umstand, daB sich diese drei Versuche lediglich 
durch ihre A unterscheiden (in den Versuchen 5, 15 und 23 ist bzw. 
ph 6,4, 6,0 und 5,4). In Abbildung 7 nahert sich die Kurve 30 schon 
mehr dem zweiten Grenztypus; auch dies entspricht dem in der 
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Mitte gelegenen ph 5,7 als einziger unterscheidender Versuchsbedingung 
im Vergleich mit den Versuchen 9 und 22. 

Ergebnis: Wird das Calciumchlorid nicht zu Beginn der Ferment- 
wirkung, sondern erst spiter zugefiigt, so ist die Gerinnungszeit ver- 
lingert; bei noch spiterem CaCl,-Zusatz nimmt die Gerinnungszeit 
wieder ab. Mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Ge- 
rinnungszeit zu bei Zusatz gleich zu Beginn der Fermentwirkung; 
mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Gerinnungszeit ab 
bei Zusatz des CaCl, gegen Ende der Fermentwirkung. 


3. Analyse des Ganges der Fermentwirkung durch Feststetiung 
von Gerinnungstemperaturen (inshesondere bei variiertem Calciumzusatz). 


a) Methodisches. 

(Inhalt: 1. Es wird erértert, worauf sich die Méglichkeit der Analyse 
der Fermentwirkung mittels ,,Gerinnungstemperaturen™ griindet. — 2. Be- 
stimmung der Gerinnungstemperaturen an Mischungen von gelabter und 
ungelabter Milch. — 3. Der EinfluB des Calciums auf die Gerinnungs- 
temperatur. — 4. Bestimmung der Gerinnungstemperatur fiir bestimmte 
, Umwandlungszahlen*‘ bei Variation von Kalkgehalt, Milchverdiinnung 
und ph.) 

Die von Arthus und Pagés (2) festgestellte Anderung der Hitze- 
gerinnbarkeit der Milch wahrend der Labwirkung kénnte zur Ver- 
folgung der fermentativen Umwandlung des Caseins etwa folgender- 
maBen zur Anwendung kommen: Nach Zusatz des Ferments werden 
der Milch zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen; diese werden 
im Wasserbad von héherer Temperatur so weit erwirmt, bis Gerinnung 
eintritt; die Temperatur der Milchprobe, bei der die Gerinnung ein- 
tritt, wird notiert. Die Annahme, daf es auf diese Weise méglich 
sei, durch die festgestellte Temperaturhéhe den augenblicklichen Stand 
des bei Zimmertemperatur ablaufenden Umwandlungsvorganges zu 
charakterisieren, hat zur Voraussetzung, daB in der Zeit vom Beginn 
der Erwairmung bis zum Eintritt der Gerinnung eine nennenswerte 
Veriinderung am Casein nicht mehr erfolgt, bzw. daB eine etwa noch 
stattfindende Umwandlung ohne wesentliche Beschleunigung vor sich 
geht, so daf die kurze Zeit der Erwairmung auf die betreffende 
Temperatur geger die bereits vorhandene Zeit der Caseinumwandlung 
nicht in Betracht kommt. Ferner ist natirlich Voraussetzung, daf 
in jedem Zeitpunkt des fermentativen Prozesses eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden 
kann. Die erste Vorbedingung kann nach der vorliegenden Literatur 
als erfillt angesehen werden. Nach Bang (10) wird das Labferment 
bereits bei 40° zerstért, und zwar nach van Dam (6) durch die Wirkung 
der OH-Ionen. Diese Anschauung fand eine Bestiatigung durch 
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Michaelis und Rothstein (14), welche die Zerstérung des Fermentes 
durch O H-Ionen mit verbesserter Metnodik untersuchten. Temperatur- 
erhéhung bewirkt nach diesen Autoren dasselbe wie Alkalisierung, 
nimlich eine Vermehrung der OH-Ionen, welche das Ferment mit 
einer Geschwindigkeit zerstéren, welche proportional ist der vierten 
Potenz der O H-Ionenkonzentration. Da bei Zimmertemperatur die Zer- 
stérung des Ferments bereits etwa bei ph 6,5 beginnt, muB angenommen 
werden, dais bei ph 6,4 die Zerstérung ebenfalls schnell stattfindet, 
wenn die fermenthaltige Fliissigkeit auf héhere Temperatur erwirmt 
wird. Denn hierdurch tritt eine sehr in Betracht zu ziehende Ver- 
mehrung der OH-lonen ein [vgl. Michaelis (15)]. Ob bei einer 
héheren h, z. B. ph 5,4, eine in gleichem MaBe stattfindende Zerstérung 
des Ferments beim Erwiairmen auf héhere Temperatur erwartet werden 
kann, mu® zumindest als fraglich bezeichnet werden. Vermutlich 
liegt die Temperatur, bei der die Zerstérung beginnt, héher als im 
ersten Falle !). 

Die erwihnte zweite Vorbedingung, da die fiir einen bestimmten 
Umwandlungsgrad charakteristische Gerinnungstemperatur mit ge- 
niigender Genauigkeit bestimmt werden kann, ist einer experimentellen 
Priifung leicht zugiinglich. Dies zeige folgender Versuch: Die Milch 
wird unter Regulatorzusatz verdiinnt, die eine Halfte a mit Ferment, 
die andere b mit einer gleichen Menge Wasser versetzt. Der Ab- 
schluB der fermentativen Umwandlung des Caseins zu Paracasein wird 
zu dem Zeitpunkt angenommen, wenn in einer ebenso wie a zu- 
sammengesetzten Lésung mit zu Beginn der Fermentwirkung er- 
folgtem Zusatz von 50 Millimol CaCl, Gerinnung eingetreten ist. Nach 
Ablauf dieser Zeit wird die gelabte mit der ungelabten Milch in 
einem bestimmten Verhaltnis gemischt, sodann CaCl, zugefiigt und 
die Mischung (5,0 in einem Reagenzglase) im Wasserbad von 75 bis 
80° solange erwirmt, bis Gerinnung auftritt; die Fliissigkeit im Reagenz- 
glase wird wihrend der Erwarmung mit einem Thermometer (Hin- 
teilung in halbe Grade geniigt) stark geriihrt und die Temperatur 
bei der Gerinnung abgelesen; es ist zweckmiabig, das Reagenzglas 
schon aus dem Wasserbade zu entfernen, wenn das Thermometer 
noch eine Temperatur zeigt, die 5 bis 7° unter der zu erwartenden 
Gerinnungstemperatur liegt; die Temperatur steigt dann auch auBer- 
halb des Wasserbades noch um einige Grade an: es wird so eine zu 
siarke Erwirmung verhiitet; tritt dann die Gerinnung noch nicht 
alsbald ein, so wird das Reagenzglas fiir einige Sekunden in das 
Wasserbad zuriickgebracht; zur Erkennung des Beginns der Flickchen- 
bildung wird das Thermometer am besten nach vorheriger Ablesung 


1) Vgl. hierzu auch Fuld, |. c.; Morgenroth, 1. ¢. 
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fiir einen Moment iiber den Flissigkeitsspiegel heraufgezogen. Bei 
diesem Vorgehen wird die Gerinnungstemperatur durch die Erwirmung 
wahrend 15 bis 45 Sekunden je nach Hohe der betreffenden Temperatur 
erreicht, und es gelingt bei einiger Ubung leicht, die Gerinnungs- 
temperatur zu bestimmen mit einer Fehlerbreite von nur etwa 2° 
trotz des ziemlich groben Verfahrens. Diese Genauigkeit geniigt, wie 
die Versuche zeigen, fiir unsere Fragestellung. Die Einzelheiten des 
Versuchs zeigt folgendes Beispiel: 
Versuch 31. 

Es werden fiir jede der sieben in Tabelle X aufgefiihrten Mischungen 
(Nr. | bis 7) drei Réhrehen angesetzt, and zwar a) zur Herstellung der 
gelabten Milch; b) fiir die ungelabte und ¢) als Kontrolle zur Bestimmung 
der zur vollstandigen Labung von a) notigen Zeit: 


a) 2,0cem Regulator ph 6,40 + 5,9 Aqua dest. 1,0 Milech + 1,0 
Ferment £,10-% 

b) 2,0cem Regulator ph 6,40 + 6,0 Aqua dest. + 1,0 Milch. 

c) 2,0cem Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua dest. + 1,0 Mileh + 1,0 


Ferment F’.10-% +- 1,0 CaCl, 0,5 mol. 

Bei Eintritt der Gerinnung in c) wird von a) die in Tabelle X an- 
gegebene Menge (bzw. Nr. 1 bis 7 unter gelabter Milch) in ein Roéhrchen 
gegeben, welches schon mit der zugehérigen Menge CaCl,-Lésung und 
ungelabter Milch b) beschickt ist; darauf wird sofort die Gerinnungstempe- 
ratur auf die oben angegebene Weise bestimmt. Die in a) und b) angesetzten 
Mengen reichen hin zur Herstellung von zwei gleichartigen Mischungen ; 
ihre Gerinnungstemperaturen sind in der Tabelle X unter A aufgefiihrt; 
die Zahlen unter B sind auf dieselbe Weise gewonnen mit der einzigen Ab- 
weichung, daB die Réhrehen a) noch 10 Minuten nach Gerinnung von c) 
stehen gelassen wurden vor Ansatz der Mischung a) + b), und dem fol- 
genden Erwirmen. Die Gerinnungszeit in den c¢)-Réhrchen betrug 20 
Minuten. 


Tabelle X. 


Gerinnungstemperatur der Mischungen von gelabter und ungelabter Milch. 





Ansatz der Mischungen Gerinnungstemperatur 


; Gehalt an 
Ne 1 GaGh Milch en . . 
0,5 mol ungelabt gelabt : 

l 0.5 4.5 0.0 0 68° 69° 

2 05 3,6 0.9 20 66° 65° 64° 64° 
3 05 2,7 1,8 40 54° 56” §]° §2° 
4 0.5 1.8 2.7 60 45° | 46° 44° 44° 
5 0.5 0.9 3.6 80 38° 36° 35° 33° 
6 O5 0,45 | 4,05 9) 359 34° 32° 31° 
7 0.5 0,00 4,50 100 21° 21° 21° 21° 


Der Versuch 31 zeigt, daB Mischungen von gelabter und un- 
gelabter Milch nach CaCl,-Zusatz eine charakteristische ,,Gerinnungs- 
temperatur*: aufweisen, die sich auf die angegebene Weise mit aus- 
reichender Genauigkeit bestimmen laBt. Die Zahlen unter B_ sind 
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nur wenig kleiner als die unter A; es kann hiernach angenommen 
werden, daB in der Gerinnungszeit von ce auch in den Ca-freien 
a-Rohrehen die fermentative Umwandlung des Caseins praktisch be- 
endet war. 

Dieser Versuch berechtigt ferner zu der Annahme, daB auch die 
waihrend der Labwirkung auf die Milch jeweils vorhandenen natiir- 
lichen Mischungen von Casein und Paracasein eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur aufweisen. Nach dieser Auffassung wire die 
Hohe der Gerinnungstemperatur in einem bestimmten Zeitpunkt eines 
Labungsversuches lediglich auf den Grad der Umwandlung des Caseins 
zu beziehen, d.h. auf die Vorgiinge in der ersten Phase der Labung. 
Wir miissen uns aber fragen, ob auBer diesem Faktor des Mischungs- 
verhiltnisses Casein zu Paracasein auch noch andere Linfliisse, die 
méglicherweise nur mit der zweiten Phase der Gerinnung etwas zu 
tun haben, einen Einflu8 auf die Temperatur der Gerinnung ausiiben. 
In dieser Richtung muBte zunachst der Einflu8 einer Anderung der 
CaCl,-Konzentration einer Priifung unterzogen werden. Versuch 32 
zeigt die Hohe der Gerinnungstemperatur bei verschiedenem CaCl,- 
Gehalt zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung. 


Versuch 32. 

Es werden nacheinander eine Reihe von Gerinnungsversuchen an- 
gesetzt nach folgender Anordnung: 2,0 cem Regulator ph 6,35+ 5,0 Aqua 
dest. + 1,0 Ferment #’. 10-3 + 1,0 Milch. 

Jeweils 5, 10 und 15 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung wird 
1,0 cem einer CaCl,-Lésung zugegeben, deren Gehalt zwischen '/,, 1/,;, 4 und 
1/, molar variiert wurde. Nach dem CaCl,-Zusatz werden die Réhrcehen in 
das Wasserbad von 80° zur Bestimmung der Gerinnungstemperatur ge- 
bracht; diese wird in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
Ergebnis zeigt Tabelle XI. 

Tabelle XI. 


Gerinnungstemperaturen zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung 
bei verschiedenem CaCl,-Gehalt. 





Gerinnungstemperatur 


Min. nach Zusatz der Ca Cl.-Losung 
Ma m4 Mm» my; 
Dauer d. Fermentwirkg. 5 64° 54° 48° 43° 
bis zum 10 61° 50° $330 39° 
Ca-Zusatz und Erhitzen 15 §3° 43° 37° 34° 


Der Versuch lehrt, daB die Gerinnungstemperatur in gleichen 
= 
Stadien der Fermentwirkung oder, wie man wohl sagen darf, bei 
gleichen Mischungen von Casein und Paracasein von dem Ca-Gehalte 
der Lésung in hohem Grade abhingig ist; je héher die CaCl,-Konzen- 
Ln) =) d 2 
tration ist, desto niedriger ist die Gerinnungstemperatur. Als Deutung 
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dieses Befundes liegt wohl die Annahme am niichsten, da das Para- 
casein bei héherem Ca-Gehalte mehr Ca bindet, sei es nun, dab 
vorher nur ein Teil des Paracaseins Calcium gebunden hatte, und daB 
der Anteil des Paracaseincalciums zunimmt, oder sei es, daB die vorher 
allein vorhandene Paracaseincalciumverbindung bei groBerem Ca-Gehalte 
noch mehr Ca-Atome aufnimmt. Auf jeden Fall ist das bei héherem 
Ca-Gehalte der Lésung entstandene Produkt imstande, auf die Ge- 
rinnungstemperatur einen starker erniedrigenden EinfluB auszuiiben. 

Fiir die Verwendung der Gerinnungstemperaturen zur Analyse 
des fermentativen Vorganges ist aus diesen Befunden zu folgern, das 
nur solche Gerinnungstemperaturen miteinander verglichen werden 
diirfen, die an Lésungen mit gleichem Ca-Gehalte gewonnen wurden. 
Als weitere Faktoren, die auf die Héhe der Gerinnungstemperatur 
von EinfluB sein kénnten, kommen in Betracht der Grad der Milch- 
verdiinnung und die Wasserstoffzahl. Unter Beriicksichtigung aller 
dieser Faktoren diirfte es erlaubt sein, aus der Hohe der Ge- 
rinnungstemperatur einen RiickschluB zu machen auf den Stand des 
Umwandlungsprozesses durch das Labferment zu dem Zeitpunkt, in 
dem die betreffende Probe der mit Lab versetzten Milch erhitzt 
wurde. Wir hiatten also in der Bestimmung der Gerinnungstemperatur 
ein Mittel in der Hand, das es uns erméglicht, waihrend eines Lab- 
gerinnungsversuches beliebig oft in den augenblicklichen Stand der 
Fermentwirkung einen Einblick zu gewinnen. Wir kénnen aber zu- 
nichst mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen nur solche Labungs- 
versuche in ihrem Ablauf untereinander vergleichen, bei denen 
die Faktoren, die dic Hoéhe der Gerinnungstemperatur bestimmen 
(Ca-Gehalt, Milchverdiinnung und ph), gleich groB sind. Um auch 
solche Versuche, bei denen diese Faktoren verschieden grof sind, 
miteinander vergleichen zu kénnen, ist es nétig, fiir eine Reihe be- 
kannter Mischungen von Casein und Paracasein die Gerinnungs- 
temperaturen zu bestimmen unter systematischer Variation der GréBe 
dieser Faktoren; erst dann ist es méglich, wenn die GréBe der 
einzelnen Faktoren bekannt ist, aus der Héhe der Gerinnungs- 
temperatur auf die in der betreffenden Milchlésung vorhandene 
Mischung von Casein und Paracasein, d. h. auf den Stand der Ferment- 
wirkung, zuriickzuschlieBen. Bezeichnen wir die Zahl, welche angibt, 
wieviel Casein in Paracasein umgewandelt ist, als Umwandlungszahl, 
so wiirde es nach Bestimmung der Gerinnungstemperatur unter 
Variation der GréBe der maBgebenden Faktoren méglich sein, die in 
einem bestimmten Versuche gewonnenen Gerinnungstemperaturen zu 
ersetzen durch die betreffenden Umwandlungszahlen. Mit Hilfe dieser 
Umwandlungszahlen kénnten dann Versuche, bei denen Ca-Gehalt, 
Milchverdiinnung oder ph nicht gleich groB waren, direkt miteinander 
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beziiglich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Dies 
Vorgehen ist natiirlich nur dann berechtigt, wenn die Gerinnungs- 
temperaturen der bei der Labung auf natiirliche Weise entstehenden 
Casein-Paracaseingemische identisch sind mit den Gerinnungstempera- 
turen der unter gleichen Bedingungen angesetzten kiinstlichen Gemische 
von gelabter und ungelabter Milch, welche die gleiche Mischung von 
Casein und Paracasein aufweisen. Es liegen indes keine Bedenken 
gegen die Annahme einer solchen Identitit vor. 

Wir haben die Umwandlungszahlen von Mischungen gelabter und 
ungelabter Milch bei einem CaCl,-Gehalte von 12,5, 25, 50 und 
100 Millimol bestimmt, und zwar wurden die Bestimmungen sowohl 
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an 10 wie an 30fach verdiinnter Milch durchgefiihrt, ferner das eine 
Mal bei ph 6,4 und ein zweites Mal bei ph 5.4. Jede Gerinnungs- 
temperatur wurde doppelt bestimmt; die Versuchsanordnung war die 
gleiche wie in Versuch 31; nur muBte bei den Proben, die fast nur 
ungelabte Milch enthielten, die Wasserbadtemperatur auf 90 bis 100° 
erhoht werden. Tabelle XII und XIII geben die Resultate wieder; 
diese sind in den Abbildungen 8 und 9 graphisch dargestellt. In 
diesen sind die Gerinnungstemperaturen in ein Koordinatensystem ein- 
getragen (Ordinate: Gerinnungstemperaturen, Abszisse: Umwandlungs- 
zahlen); die Gerinnungstemperaturen der Lésungen mit gleichem 
CaCl,-Gehalte sind zu einem Kurvenzuge verbunden (bei 10facher 
Milchverdiinnung ausgezogene, bei 30facher unterbrochene Linie). 
Abbildung 8 gibt die bei ph 6,40 bestimmten Gerinnungstemperaturen 
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wieder; diese nehmen mit steigendem Ca-Gehalte der Lésung ab; bei 
30fach verdiinnter Milch sind die Gerinnungstemperaturen durchweg 
betrichtlich héher als bei 10facher Milchverdiinnung; der Kurven- 
verlauf ist bei LOfacher Verdiinnung ziemlich geradlinig, d. h. die 
Abnahme der Gerinnungstemperatur ist ungefihr der Zunahme des 
-aracaseingehaltes proportional. Bei 30facher Verdiinnung der Milch 
ist jedoch zunichst die Abnahme der Gerinnungstemperatur im Ver- 
gleich zur Zunahme des Paracaseins gering; erst wenn das Paracasein 
auf 60°/) angewachsen ist, setzt eine stiirkere Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur ein. Die bei 30facher Milchverdiinnung gewonnenen 
Kurven verlaufen daher gekriimmt. Diese Befunde kénnen vielleicht 
mit dem verschiedenen Verhalten der Schutzwirkung des Caseins auf 
das Paracasein bei verschiedenen Milchverdiinnungen gedeutet werden. 
Die einzige Versuchsbedingung, welche die Kurven der Abbildung 9 
von denen der Abbildung 8 unterscheidet, ist die, daB die Fliissigkeiten 
bei den Bestimmungen der Abbildung 9 ein ph 5,45 (gegen ph 6,40 
der Abbildung 8) aufwiesen. Die Abbildung 9 bietet nur in einem 
Punkte eine wesentliche Abweichung im Vergleich mit Abbildung 8; 
wahrend bei dieser von den Kurven mit gleicher Milchverdiinnung 
die dem héchsten CaCl,-Gehalte entsprechende am _ tiefsten liegt, 
also die niedrigsten Gerinnungstemperaturen aufweist, haben in der 
Abbildung 9 Kurven mit mittlerem CaCl,-Gehalt die tiefste Lage, 
und die Kurven mit niedrigerem oder mit héherem CaCl,-Gehalte 
liegen hoéher. Bei 10facher Milchverdiinnung (und ph 5,45) ist die 
Gerinnungstemperatur der Lésungen mit verschiedenen Umwandlungs- 
zahlen am niedrigsten bei dem CaCl,-Gehalt von 25 und 50 Millimol 
pro Liter; bei 30facher Milchverdiinnung haben die Lésungen mit 
50 Milliimol CaCl, das Minimum der Gerinnungstemperatur, und 
sowohl bei 25 wie bei 100 Millimol CaCl, sind die Gerinnungs- 
temperaturen wieder héher. Vielleicht darf man daran denken, dab 
diese Abweichungen der Abbildung 9 von den Kurven der Abbildung 8 
damit zusammenhingen, da®B das Paracaseincalecium bei ph 5,45 
nicht mehr ganz unléslich ist. 

Mit Hilfe der Abbildungen 8 und 9 ist es méglich, die Gerinnungs- 
temperaturen eines Labungsversuches als Umwandlungszahlen aus- 
zudriicken, wenn die Bedingungen des Versuches den in den Ab- 
hildungen 8 und 9 vorkommenden entsprechen. Mit Hilfe der so 
erhaltenen Umwandlungszahlen lassen sich Versuche beziiglich des 
Ganges der Fermentwirkung direkt vergleichen, die in Ca-Gehalt, 
Milchverdiinnung oder ph voneinander abweichen. Es sei noch be- 
merkt, da die Bestimmungen von Versuch 34 (Abbildung 9) keine 
Anhaltspunkte ergeben, daf eine, wie oben erwihnt, méglicher- 
weise geringere Zerst6rung des Fermentes bei hoherer h die Fest- 
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stellung der Gerinnungstemperaturen bei dieser hoheren h beein- 
trichtigte. 

Wir sind endlich noch imstande dadurch, da wir an Stelle der 
Gerinnungstemperatur die zugehérige Umwandlungszahl setzen, die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung leicht zu iibersehen und zu 
studieren, 

Ergebnis: 1. Es wird gezeigt, daB es praktisch durchfiihrbar ist, 
den Ablauf der Fermentwirkung mit Hilfe der Bestimmung von Ge- 
rinnungstemperaturen zu verschiedenen Zeiten der Fermentwirkung 
zu verfolgen. 

2. Jeder Casein-Paracaseinmischung kommt eine bestimmte Ge- 
rinnungstemperatur zu, wenn CaCl,-Gehalt, Milchverdiinnung und ph 
konstant gehalten werden. 

3. Bei ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur einer bestimmten 
Mischung von gelabter und ungelabter Milch um so hoher, je geringer 
der CaCl,-Gehalt und je gréBer die Milchverdiinnung ist; bei ph 5,40 
weisen mittlere CaCl,-Konzentrationen ein Minimum der Gerinnungs- 
temperatur auf, diese steigt auch bei ph 5,40 mit dem Grade der 
Milchverdiinnung. 

4. Bezeichnet mar den Gehalt einer bestimmten Casein-Paracasein- 
mischung an Paracasein in Prozenten der Gesamtmischung als Um- 
wandlungszahl, so ist die Umwandlungszahl in Gerinnungsversuchen 
bestimmbar durch die Gerinnungstemperatur, wenn an kiinstlichen 
Mischungen von gelabter und ungelabter Milch die Gerinnungs- 
temperaturen bei Variation von Ca-Gehalt, Milchverdiinnung und p} 
festgelegt werden. 

5. Bei Wiedergabe der Gerinnungstemperaturen als Umwandlungs- 
zahlen kénnen Labungsversuche, die bei verschiedenem Ca-Gehalte und 
anderer Milchverdiinnung angestellt wurden, direkt miteinander hinsicht- 
lich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Auf diese Weise 
kann die Geschwindigkeit der Fermentwirkung untersucht werden. 


b) Versuche. 

(Inhalt: Es wird gezeigt, da das Calcium bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung diese beschleunigt oder verlangsamt, je nach der an- 
gewandten Konzentration. Bei spiterem Zusatz wahrend der Ferment- 
wirkung bewirkt das Calcium stets eine Verzégerung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen, was als verlangsamte Entstehung des Para- 
caseincalciums gedeutet werden kann.) 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB folgende Bestand- 
teile der Reihe nach in ein Becherglas gegeben wurden: 

16,0 cem Regulator (ph 6,40 bzw. 5,40). 
40,0 ,, Aqua dest. 

8,0 ,, Ferment. 

8,0 ,, Milch (*/, bzw. 4/,). 


a 
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Hierzu wurde zu dem in den Versuchen angegebenen Zeitpunkt 8,0 cem 
CaCl,-Lésung von der in der betreffenden Tabelle angegebenen Konzen 
tration hinzugefiigt und sogléich nach dem CaCl,-Zusatz und gutem Ver- 
mischen die gesamte Fliissigkeit auf Reagenzgliiser in Proben von je 5.0 eem 
verteilt; mittels je einer dieser Proben wurde zu den in den Versuchen 
angegebenen Zeiten die Gerinnungstemperatur bestimmt unter Beachtung 
der im vorhergehenden Abschnitt gegebenen Anweisungen. 

In den Tabellen XIV, XV, XVI und XVII sind die Daten ven 
derartigen Versuchen mitgeteilt; diese sind in den Abbildungen 10 
bis 15 graphisch dargestellt. Die Kurven der Abbildung 10 stellen 
die Analyse von drei charakteristischen Kurvenpunkten der Kurve 2 
in Abbildung 1 dar, und zwar die mit dem CaCl,-Zusatz 0, 6 und 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. In dem schrag nach 
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unten abwarts gerichteten Kurvenverlauf kommt die Abnahme der 
Gerinnungstemperaturen wihrend der Fermentwirkung und damit der 
Fortschritt derselben zum Ausdruck; der ziemlich geradlinige Abfall 
der Kurve a in Abbildung 10 deutet auf eine mit annahernd gleich- 
maBiger Geschwindigkeit ablaufende Fermentwirkung. Jn diesem 
Falle war das CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung zugesetzt; wird 
das Calcium erst spiter zugefiigt, so ergeben sich die Kurven 6 und c; 
in diesen liegt zunichst der Anfangspunkt héher als die Kurve a, 
und zwar um 5 bis 7°; dies muB dahin gedeutet werden, daf das 
Ferment ohne die Gegenwart von CaCl, langsamer gewirkt hat. Sodann 
erfolgt der Abfall der Kurven 6 und ¢ allmahlicher a!s der von a, 
d. h. die Abnahme der Gerinnungstemperatur ist in gleichen Zeit- 
abschnitten bei b und ¢ geringer als bei a. Wie im vorausgehenden 
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Tabelle XIV. (Abb. 10.) 


Analyse der Fermentwirkung I. 





1 b c 
Ca Cly« Zusatz . x 
Millimol Ww ” wv 
Zeit des Zusatzes* 0’ 6! 10’ 
Probe Nr. zZ* GT, Z GeT. Z GT. 
l 2 64° 7 52° 1] 40° 
2 4 58 8 49 12 40 
3 6 48 9 47 14 36 
4 7 42 1] 45 17 34 
5 +) 39 14.5 39 19 31 
6 1] 35 17 37 21 30 
7 13 31 20 35,5 24.5 28 
16 26 23 34 27 26 
9 17 23 26,5 31 27,5 23 
10 29 28 - 
11 - 30 23 


Versuch 35. 
Milchverdiinnung 10fach; Ferment F'.10-°; ph 6,40. 
Z=Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Seit Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
Tabelle XV. (Abb. 11 und 14.) 
Analyse der Fermentwirkung IT. 





| a b c d | e f 
Reet 50 100 100 25 25 25 
Zeit d. Zusatzes*® 0’ 0 6’ 0’ 10’ 20’ 
Probe Nr. Z° (GeT. 2 PGE. Z|) Gat.) S Geb. Z pGeT.i Z eGo. 
| ] 66 15 66 7,5) 50 l 69 11 47 |22 | 45 
2 4 53 4.5 60 9 47 4 50 | 145 > 43 | 25 40 
3 7 45 8 56 | 11 43 7 4] 17 41 28 38 
4 10 40 1] 52 | 14 43 10 34 | 20 36 | 31 37 
5 14 34 14 48 (17 42 | 115; 30 | 23 33. (|| 35 36,5 
6 16 31,5 17 44 | 23 40 13 22 || 27 32 40 35 
7 18 29 23 37 «(|| 29 39 a 1 30 | 45 31 
8 19,5 | 22 27 36 36 35 - - 32 29 «+54 26 
9 30,5; 34 | 43 31 33 22 | 54,5 | 22 
10 36 32 | 49 28 
1] - . 40 30 | 52,5| 26 
12 - - 43,5| 22 || 54 22 


Versuch 36. 
Milchverdiinnung 10fach; Ferment F'.107°; ph 6,40. 
Z=Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Nach Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
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Abschnitt dargelegt wurde, ist die Anderung der Gerinnungstemperatur 
innerhalb einer bestimmten Zeit in diesem Falle ein Ma® fiir die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung. Wir miissen demnach schlieBen, 
dai die Geschwindigkeit der Fermentwirkung geringer ist, wenn das 
CaCl, spiter zugesetzt wird als bei Zusatz zu Beginn der Ferment- 
wirkung. 

In Abbildung 11 stellen die Kurven 6 und ¢ die Analyse von 
Punkten der Kurve 1 in Abbildung 1 dar; im Vergleich mit den 
Kurven der Abbildung 10 besteht hier der Unterschied, daB der 
Anfangspunkt der Kurve ¢ mit spiterem Ca-Zusatz etwas tiefer liegt 
als die Kurve b, welche die Fermentwirkung bei Zusatz des CaCl, zu 
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Anfang der Labwirkung zur Anschauung bringt; dieser Unterschied 
kann nur damit in Zusammenhang gebracht werden, da® hier die 
Menge des zugesetzten CaCl, doppelt so groB ist wie im vorigen 
Versuch. Wahrend dort angenommen wurde, daB bei Kalkzusatz 
von Anfang an das Ferment schneller gewirkt hatte als ohne CaCl,, 
kann dieser Befund hier so gedeutet werden, dali bei Zusatz der 
doppelten Menge CaCl, das Ferment langsamer wirkt als ohne CaCl,. 
Wir hitten es demnach bei Kurve 6 der Abbildung 10 mit einer 
Verlangsamung der Fermentwirkung bei hoher Kalkkonzentration von 
Anfang der Labwirkung an zu tun. Wird nun aber diese hohe 
Kalkkonzentration erst 6 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung 
zugefiigt (Kurve c), so tritt, nachdem anfanglich das Ferment schneller 
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Tabelle XVI. (Abb. 12 und 14). 
Analyse der Fermentwirkung III. 





g h i & l 
aay a 12,5 12,5 12,5 100 100 
Zeit des Zusatzes* vy KA 10’ 0 5 
Probe Nr. Zt 1 Got Be {Gale pest. oS (6st -S ign 
1 15 68 45 67 | 55 2 72 6 49 
2 5 44 7 59 15,5} 52 6.5 69 8.5 46 
3 8 Kf 10 53,5; 24 46 11 66 12 46 
4 12.6); 23 14 48 33 45 15 63 18 40 
5 — 19 45 42 42 22 58 24 36 
6 — 26 42 59 41 27 55 29 32 
7 31 38 7 | 8 33 50 34 33 
8 - i 35 100 36 39 44 40 29 
9 - 46 33 150 23 47 40 47 25 
10 . 55 31 - 
11 ~ 65 23 


Versuch 37. 
Milchverdiinnung 10fach bei g, h, i; 30fach bei k und 1. 
Ferment F'.10-8; ph 6,40. : 
Z=Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* In Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. 





Tabelle XVII. (Abb. 13 und 15). 
Analyse der Fermentwirkung IV. 








i| a b c d e f g 
eae | 100 | 100 50 50) 50 12,5 12,5 
oh . Ba ieee = Ey, Cee ese 
Zeit d. Zusatzes*® 0’ 10 0 0 12’ vy 8" i 
Probe Nr Z* | GsT.|| Z |GeT.) Z |GseT.)) Z |GeT.!| Z iGseT.| Z |GsT.)) Z | GsT. 
1 15) 78 || 11} 41 || 1,6) 73 || 2) 74113) 46 | 1,5) 74) 9) 58 
2 5 | 69 | 15) 39 || 4 | 65 || 6| 64/18) 36 | 6 | 62 | 12) 51 
3 10 | 60 | 20; 38 |) 8 | 49 11] 54 |/23| 34°10 | 54° 15) 50 
4 19 | 44 || 27) 36 | 15 38 | 16/ 36 1/32; 31 15 | 45 18) 48 
5 22 | 38 |'35)| 34 || 20 | 33 21!) 30 | 40! 28 \18 | 34 | 25) 46 
6 7 35 45> 3225 | 30,23) 23 44 23 21 23 30 445 
7 31 | 31,5)48) 31/26 | 23 }—) — |—| —||—| — | 36/41 
8 34 | 28 | 64) 28) — | — |i—| — J) —! — | - — | 43 | 36 
9 37 | 23 || 65] 23 | - — |j}—} — — || 50/31 
e 10 — |— |-—|- —j}—|—|— | - -| — 53 | 23 
f Versuch 38. 


Milchverdiinnung bei a, b, c 10fach; bei d, e, f, g 30fach. 

( Ferment F'.10—-4 ph 5,43. 

Z=Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Nach Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
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gewirkt hatte, eine erhebliche Verlangsamung der Labwirkung auf; 
diese fiihrt dazu, daB die Kurve c die Kurve 6 kreuzt; die Hemmung 
bei c ist so stark, da die bei b von vornherein bestehende Ver- 
zogerung bei ec noch betrachtlich iibertroffen wird. 

Die Kurven d, e und / der Abbildung 11 zeigen Analysen von 
Kurvenpunkten der Kurve 3 in Abbildung 1. Fir sich betrachtet, 
bieten diese Kurven nichts prinzipiell Neues im Vergleich mit den 
Kurven der Abbildung 10; nur ist die Verlangsamung der Ferment- 
wirkung noch viel betrachtlicher bei spiterem CaCl,-Zusatz. <Auf- 
fallend ist nun aber der steile Abfall der Kurve d (CaCl,-Gehalt 
25 Millimol); dieser ist selbst noch steiler als der Abfall der Kurve a 
(CaCl,-Gehalt 50 Millimol). Zwar ist ein Vergleich dieser Kurven mit 
verschiedenem CaCl,-Gehalt nicht direkt méglich, da die Gerinnungs- 
temperaturen in gleichen Stadien der Fermentwirkung bei verschiedenem 
CaCl,-Gehalt der Lésung verschieden sind. Denn bei dem in diesen 
Versuchen vorhandenen ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur ceteris 
paribus um so niedriger, je hoher der Kalkgehalt der Lésung ist. In 
Abbildung 11 haben aber gerade die Kurven mit dem geringsten 
Calciumgehalte die niedrigsten Gerinnungstemperaturen, wenn man 
Punkte mit gleicher Dauer der Fermentwirkung vergleicht. Die ver- 
schiedene Hohe der Gerinnungstemperaturen kann also nicht auf den 
verschiedenen Calciumgehalt bezogen werden; es bleibt daher nur 
iibrig, die Anderung der Gerinnungstemperaturen bei Erhéhung des 
Calciumgehaltes auf eine Anderung der Fermentwirkung zu beziehen, 
wie sie schon aus der Lage der Anfangspunkte der Kurven mit spater 
erfolgendem CaCl,-Zusatz erschlossen wurde. 

Diese Anderung der Fermentwirkung kann besser zur Darstellung 
gebracht werden, wenn die Gerinnungstemperaturen durch die ent- 
sprechenden Umwandlungszahlen aus Abbildung 8 ersetzt werden. 
Abbildung 14 gibt die Kurvena, 6 und d der Abbildung 11 nach An- 
legung dieses erst einen direkten Vergleich einwandfrei erméglichenden 
gemeinsamen Mafstabes wieder. Die Beschleunigung der Ferment- 
wirkung durch geringe und die Verlangsamung durch hoéhere Calcium- 
konzentrationen kommt so noch besser zur Darstellung. 

Handelte es sich bei den bisher besprochenen Kurven um die 
Analyse des in den Abbildungen 1 bis 4 am hiufigsten auftretenden 
Kurventypus, so sind in Abbildung 12 die abweichenden Grenzformen 
(Nr. 4, Abbildung 1 und Nr. 5, Abbildung 2) niaher analysiert. 
Kurve g zeigt wieder eine stark beschleunigte Fermentwirkung bei 
geringem CaCl,-Zusatz zu Beginn der Fermentwirkung (vgl. auch g 
in Abbildung 14); die Kurven h und ¢ zeigen eine starke und extreme 
Verlangsamung bei Zusatz derselben CaCl,-Menge 3 baw. 10 Minuten 
spiter. Hier ist auch besonders deutlich, daB die Fermenttatigkeit 
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ohne CaCl,-Zusatz erheblich langsamer verliuft als mit niedrigem 
CaCl,-Gehalt. Wird das CaCl, 10 Minuten nach Beginn der Ferment- 
wirkung zugesetzt, so betrigt die Gerinnungstemperatur nach 11 Minuten 
55°, ist jedoch das CaCl, von Anfang an in der Lésung, so ist die 
Gerinnungstemperatur nach 1] Minuten 28°! — 

Die Kurven & und 1 geben Versuche wieder mit sehr hohem 
CaCl,-Gehalt und 30facher Milchverdiinnung; bei Kurve & (vgl. auch 
k in Abbildung 14) steht ganz im Vordergrunde die schon zu Beginn 
der Fermentwirkung einsetzende Hemmung derselben, die zu einer 
sehr starken Verlangerung der Gerinnungszeit fiihrt; wird das CaCl, 
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erst nach 5 Minuten zugesetzt (/), so liegt der Anfangspunkt zunichst 
erheblich tiefer, nur um weniges héher als Kurve g; die Ferment- 
tiitigkeit geht in diesem Falle also auffallend rasch vor sich; dies 
muB wohl darauf bezogen werden, daB die Milch stairker (30fach) 
verdiinnt ist, und da®B daher die geringere Caseinmenge durch die 
gleiche Fermentmenge auch ohne CaCl,-Zusatz schneller umgewandelt 
wird als eine gréBere Caseinmenge. Sobald das CaCl, zugefiigt ist, 
ist die Hemmung der Labwirkung ebenso grof8 wie bei k, so dab 
diese beiden Kurven ziemlich genau parallel verlaufen; es liegt hierin 
eine Abweichung gegeniiber den bisherigen Versuchen, bei denen die 
Hemmung gréBer wurde, wenn das CaCl, erst nach Beginn der Lab- 
wirkung in hoher Konzentration zugegeben wurde. 

In Tabelle XVII und Abbildung 13 und 15 werden noch Analysen 
bei einem ph 5,40, also von Kurvenpunkten der Abbildung 3 und 4 
mitgeteilt; die Resultate schlieBen sich den soeben mitgeteilten Ver- 
suchen gut an, ohne wesentlich neues zu bieten. 

Uberblickt man das Ergebnis dieser analysierenden Versuche, so 
ergeben sich zwei verschiedene Gruppen von Wirkungen, die das 
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Calcium auf den fermentativen Vorgang auszuiiben vermag: 1. Bei 
Zusatz des Caleiums zu Beginn der Fermentwirkung tritt eine Be- 
schleunigung derselben ein, wenn die zugefiigte Calciummenge klein 
ist; das Calcium wirkt jedoch hemmend auf die Fermentwirkung, wenn 
es in héherer Konzentration zugegeben wird. 2. Bei Zusatz des 
Caleciums nach Beginn der Fermentwirkung hat dieser Zusatz stets 
eine Herabsetzung der Wirkungsgeschwindigkeit des Ferments, eine 
Hemmung zur Folge, und zwar nicht nur in Mengen, die auch bei 
Zusatz von Anfang an eine Hemmung bewirken, sondern auch in 
solchen Mengen wirkt der Kalk bei spiterem Zusatz hemmend auf 
das Ferment, die bei Zusatz von Anfang an die Fermentwirkung 
ausgesprochen férdern. 


c) Besprechung der Versuchsergebnisse im Zusammenhang mit denen des 
zweiten Abschnittes. 

Die Versuche zur Analyse des Ganges der Fermentwirkung er- 
moéglichen es jetzt, die Kurven der Abbildungen | bis 4 mit besserem 
Verstindnis zu betrachten. Wir haben gefunden, daB Zusatz von 
Calciumchlorid zu Beginn der Fermentwirkung diese bei geringer 
Calcium-Konzentration beschleunigt, bei hoher Caleium-Konzentration 
dagegen hemmt. Diese Wirkungen kommen in den Abbildungen 1 
bis 4 in den Anfangspunkten der Kurven zum Ausdruck; dieselben 
liegen bei niedrigen Ca-Konzentrationen stets tiefer als bei hohen, 
d. h. die Gerinnungszeit ist bei niedriger Ca-Konzentration kiirzer als 
bei hoher. Nur in Abbildung 4 finden wir die Anfangspunkte in 
gleicher Hohe; es liegt hier jedoch, wie erwihnt, kein prinzipieller 
Gegensatz vor, da noch héhere Ca-Konzentrationen auch hier die 
Gerinnungszeiten verlangern; es handelt sich also bei Versuchsreihe 1V 
nur um eine relative Unempfindlichkeit des fermentativen Prozesses 
gegeniiber der Calciumwirkung; demgegeniiber ist die Empfindlichkeit 
der Fermentwirkung fiir den Calciumeinflu8 am gréBten in Versuchs- 
reihe II (Abbildung 2). 

Diese Unterschiede kénnten mit der h der Lésung. mit der bei 
héherer h bedeutend verstarkten Wirksamkeit des Fermentes zusammen- 
hangen; die Gerinnungszeiten in den Anfangspunkten der Abbildungen 2 
und 4 sind bei geringem Ca-Zusatz iibereinstimmend etwa 24 Minuten; 
bei Versuchsreihe IV ist die Fermentkonzentration betriichtlich geringer 
(10-4) als in Versuchsreihe III (10-*); hieraus geht hervor, daB das Ferment 
bei ph 5,4 starker wirksam ist als bei ph 6,4; es ist also die Calcium- 
empfindlichkeit des Labungsvorganges gr6éBer bei einer h, welche nur eine 
schwache Fermentwirkung zulaBt, als umgekehrt bei einer die Ferment- 
wirkung begiinstigenden h. Ahnliche Unterschiede sind zwar an den Abb. 1 
und 3 bei zehnfacher Milchverdiinnung nicht erkennbar; doch ist in diesen 
Versuchsreihen auch der Unterschied in der Fermentkonzentration geringer 
als in den Versuchsreihen III und IV. In der Abhingigkeit der Empfind- 
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lichkeit der Labwirkung in bezug auf die Einwirkung des Calciums von 
der Wirkungsstiirke des Fermentes kénnte ein Hinweis erblickt werden, 
da® die hier erérterten Calciumwirkungen durch eine direkte Einwirkung 
des Calciums auf das Ferment bedingt sind. 


Die Analyse der einzelnen Kurvenpunkte der Abbildungen 1 bis 4 
mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen hat ergeben, da die Wirkung 
des Calciums bei Zusatz einige Zeit nach Beginn der Fermentwirkung 
zu trennen ist von der soeben erérterten Wirkung des Ca-Zusatzes 
im Anfang derselben; denn bei spaiterem Ca-Zusatz erfolgt stets, auch 
bei niedriger Ca-Konzentration, eine Verzégerung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen. Wir zeigten, dag diese charakteristisch 
sind fiir einen bestimmten Grad der Caseinumwandlung, wenn 
Ca-Gehalt, Milchverdiinnung und ph konstant gehalten werden. Diese 
Bedingungen sind in jeder einzelnen Kurve der Abbildungen 1 bis 4 
erfiillt, und wir sind daher berechtigt, auch das verzégerte Absinken 
der Gerinnungstemperaturen und damit die verlingerten Gerinnungs- 
zeiten der ersten ansteigenden Kurvenstiicke auf eine Verzégerung 
der Fermentwirkung zu beziehen. Diese kénnte sowohl durch Ein- 
wirkung des Calciums auf das Ferment direkt wie auch durch Ein- 
wirkung des Calciums auf das Casein zustande kommen. Die An- 
nahme einer Einwirkung des Calciums auf das Casein ist nahe- 
liegend; das Casein wirkt ja als Schutzkolloid auf das unldsliche 
-aracaseincalcium. Zwischen den Versuchen mit sofortigem und 
spiterem CaCl,-Zusatz besteht nun der Unterschied, dai das Calcium 
im ersten Falle erst allmihlich Gelegenheit findet, sich mit dem ent- 
stehenden Paracasein zu verbinden, wahrend bei spiterem Ca-Zusatz 
schon sofort eine mehr oder weniger groBe Menge von Paracasein zur 
Bindung an Ca zur Verfiigung steht. 

Ein mafiger Anstieg der Kurven in den Abbildungen 1 bis 4 
entspricht dem im zweiten Abschnitt geschilderten Durchschnitts- 
typus der Kurven; bei Anniherung an den einen Grenztypus wird 
der Anstieg der Kurven steiler, bei Annaherung an den zweiten 
Grenztypus wird der Anstieg flacher und geht sogar in einen Abwarts- 
Kurvenlauf iiber (vgl. Kurve 5); der erste Grenztypus wird durch die 
niedrigsten, der zweite durch die héchsten CaCl,-Konzentrationen 
erreicht. Es driingt sich der Gedanke auf, daf in diesen Unter- 
schieden der Gerinnungszeiten wenigstens zum Teil Unterschiede im 
Ablauf der zweiten Labungsphase zum Ausdruck kommen; denn von 
dieser, der Paracaseinfillung durch den Kalk, wissen wir bestimmt, 
daB sie durch zunehmende Ca-Konzentration begiinstigt wird; aber 
auch einige Besonderheiten der Abbildungen 8 und 9 legen diesen 
Gedanken nahe; in den dort wiedergegebenen Versuchen sind die 
Unterschiede in der Lage der Kurven nur auf die verschiedenen 
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Fallungsverhiltnisse zu beziehen, da die erste Phase (Casein- Paracasein- 
wirkung) iiberall gleichartig gestaltet ist. 

In diesen Abbildungen findet man eine Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur bei zunehmendem Ca-Gehalt (Abb. 8), wie auch ein Minimum 
der Gerinnungstemperatur bei bestimmten mittleren Ca-Konzentrationen 
(Abb. 9); diesen Verhiltnissen vergleichbar finden wir bei Zusatz 5 bis 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung in Abb. 2 eine Abnahme 
der Gerinnungszeit bei zunehmendem Ca-Gehalt und in Abb. 1, 3 und 4 
ein Minimum der Gerinnungszeit bei mittlerer Ca-Konzentration. Wenn 
der Vergleich auch nicht streng durchfiihrbar ist, so ist doch auffallend, 
daB8 ein Minimum der Gerinnungstemperatur bei ph 5,4 bei mittlerer 
Ca-Konzentration vorhanden ist, wihrend dementsprechend das Minimum 
der Gerinnungszeit bei mittlerer Ca-Konzentration ebenfalls bei ph 5,4 
am ausgesprochensten ist. 

Auch der weitere Verlauf der Kurven lat sich unter dem Ge- 
sichtspunkte betrachten, da® es Unterschiede in der Fallbarkeit des 
Paracaseins durch den Kalk sind, welche die Gerinnungszeit bei 
spiitem Ca-Zusatz wesentlich beeinflussen. Am deutlichsten wird 
das an Abbildung 2; betrachten wir an dieser die Kurvenpunkte, 
welche einem CaCl,-Zusatz 7 Minuten nach Beginn der Ferment- 
wirkung entsprechen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Umwandlung des 
Caseins in Paracasein offenbar vollendet; denn ein Zusatz von 
100 Millimol CaCl, fiihrt sofort zur Gerinnung. Wird das Caleium- 
chlorid aber im gleichen Zeitpunkt in geringerer Menge zugefiigt, so 
wird die Gerinnungszeit um so linger, je niedriger die erreichte 
(a-Konzentration ist. Bei 50 Millimol wird die Gerinnungszeit von 
7 auf 33 Minuten, bei 25 Millimol Ca-Gehalt auf 54 Minuten ver- 
lingert. Es handelt sich hier méglicherweise um einen Vorgang, 
der kolloidchemisch als , langsame Koagulation** bezeichnet wird. In 
ahnlicher Weise kann auch der Verlauf der meisten anderen Kurven 
der Abbildungen 1 3 und 4 dem Verstindnis niher geriickt werden. 
Die Frage, warum in diesen Versuchsreihen ein Minimum der Wirkung 
der Ca-Konzentration (bei spaterem Ca-Zusatz) beobachtet wird, bereitet 
indes auch einer Deutung mit Hilfe der Vorgiinge der zweiten Phase 
Schwierigkeiten. Diese mu8 wie manche andere auftauchende Frage 
vorlaufig unbeantwortet bleiben. 

Es sei noch darauf hingewiesen, dafi der Verlauf der Kurven mit 
niedrigstem Ca-Gehalt in Abb. 1 bis 3 unter der Annahme leichter ver- 
standlich wird, da®8 zur Bildung von Paracaseincalcium bei diesen geringen 
Ca-Konzentrationen nur ganz geringe Mengen von freiem Paracasein, 
d. h. ein Ca-Uberschu8, vorhanden sein diirfen. 


Wenn wir hier zuletzt Unterschiede in der Paracaseinfallung 
durch Kalk zur Deutung unserer Befunde angenommen haben, so 
miissen wir priifen, ob auch die bei spitem Ca-Zusatz auftretende 
Verzégerung im Absinken der Gerinnungstemperaturen, die wir bis- 
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her als Verlangsamung der Fermentwirkung gedeutet haben, mit 
einer Hemmung der zweiten Phase erklart werden kann. Der ersten 
Deutung liegt die Annahme zugrunde, daB8 nur eine Verzégerung 
der Umwandlung des Caseins in Paracasein das verzégerte Absinken 
der Gerinnungstemperaturen bedingen kénne; es ist jedoch auch vor- 
stellbar, daB eine verzégerte Bindung des schon vorhandenen Para- 
caseins an das Calcium zu einer Verlangsamung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen fiihren kann. 

Wir hatten also sowohl in der ersten Phase, der Fermentwirkung, 
wie auch in der zweiten Phase, der Paracaseinfallung, eine Méglichkeit 
der Erklirung fiir die bei Calciumzusatz einige Zeit nach Beginn der 
Fermentwirkung auftretenden Anderungen in der Gerinnungszeit 
gefunden. 

Ergebnis. 1. Die bei Zusatz des Calciums zu Beginn der Ferment- 
wirkung in den Versuchen des zweiten Abschnitts erhaltenen Ge- 
rinnungszeiten sind unter Bericksichtigung der zur Analyse der 
Fermentwirkung angestellten Versuche dahin zu deuten, daB die 
kurzen Gerinnungszeiten bei niedrigem Ca-Gehalt auf einer Be- 
schleunigung der Fermentwirkung durch das Calcium beruhen, wihrend 
umgekehrt ein hoher Ca-Gehalt eine Verzégerung der Fermentwirkung 
und damit Verlingerung der Gerinnungszeit bewirkt. 

2. Die bei Zusatz des Calciums in spiteren Zeitpunkten der 
Fermentwirkung auftretenden Verlingerungen der Gerinnungszeit 
kénnen sowohl mit einer Verzégerung der Fermentwirkung (erste 
Phase) wie auch mit Anderungen in der Fallbarkeit des Paracaseins 
durch das Calcium (zweite Phase) in Zusammenhang gebracht werden. 


Uber die Wirkung des Labfermentes bei verschiedenen Wasserstoffzahlen. 

Wir haben schon oben darauf hingewiesen, da das Labferment 
in unseren Versuchen bei hoéherer A (z. B. ph 5,4) viel stirker wirksam 
war als bei geringerer Aziditiit. Es scheint dies im Widerspruch 7u 
stehen mit den Angaben von Hammarsten (16), der es als charak- 
teristisch fiir das Labferment (aus Kalbsmagen) bezeichnet, daB dieses 
noch bei ganz schwach saurer Reaktion stark wirksam sei; van Dam (6) 
fand, daB die Wirkung des Labfermentes direkt proportinal der Ver- 
gréBerung der fh ansteigt; er benutzte bei seiner Untersychung als 
MaB der Wirksamkeit des Fermentes die Gerinnungszeit. Michaelis 
und Mendelssohn (12) bestimmten das , Optimum der Labfillung des 
| Caseins bei Gegenwart von Kalk“ als Flockungsoptimum und fanden 
dies bei ph 6,0 bis 6,4; diese Forscher betonen, dab sich zwischen 
dem Optimum der Saurefillung und dem der Labfallung des Caseins 
eine Zone findet (10- bis 10->), in der das Casein weder durch 
Lab noch durch Siiure optimal gefallt wird. Bei diesen Versuchen 
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war die Gerinnungszeit dadurch ausgeschaltet, daB die bei ver- 
schiedener / gleichartig angesetzten Réhreken zur selben Zeit be- 
ziiglich des Fillungsgrades abgelesen wurden; es wurde also der 
LabungsprozeB als Ganzes untersucht unter Bedingungen, bei denen 
Unterschiede in der zweiten Phase (Fallbarkeit des Paracaseins) gut 
zur Darstellung kommen konnten. 

Gegen die Riickschliisse aus der Linge der Gerinnungszeit auf 
die Wirkungsstiirke des Fermentes kann jedoch ein Kinwand erhoben 
werden. Wenn nimlich angenommen wird, da®B das Fillungs- 
optimum des Paracaseincalciums bei ph 6,4 liegt, so ist zu fragen: 
bei welchem ph liegen die Fillungsoptima der bei der Labung 
entstehenden Mischungen von Caseincalcium und Paracaseinealcium; 
sollten diese aber bei einem ph, das zwischen 6,4 und 4,3, dem 
‘aillungsoptimum des Caseincalciums gelegen ist, gut fallbar sein, 
dann miiBte der UmwandlungsprozeB durch Lab bei eineni zwischen 
diesen beiden Grenzen gelegenen ph schon dann zur Gerinnung 
fiihren, wenn diejenige Mischung von Casein und Paracasein ent- 
standen ist, die bei der betreffenden h/ bereits fallbar ist. Die 
Verkiirzung der Gerinnungszeit bei héherer h kénnte also damit zu- 
sammenhingen, da bei héherer A die Gerinnung schon eintritt, 
bevor die Caseinumwandlung vollendet ist. Wir haben diese Frage 
in der Weise zu kliren gesucht, daB wir uns Mischungen von Casein 
und Paracasein bei ph 6,40 in bestimmtem Verhiltnis herstellten 
und dann nach Zusatz von 50 Millimol CaCl, so lange n/10 Essig- 
siiure zusetzten, bis gerade Gerinnung eintrat; die A der Lésung wurde 
dann elektrometrisch gemessen: ihre Gréf&e entspricht natiirlich nicht 
dem Fiallungsoptimum der betreffenden Mischung, sie hat aber doch, 
da sie gerade zur Gerinnung dieser Mischung fiihrt, eine wichtige 
Bedeutung. 

Tabelle XVIII. (Versuch 40.) 
Bestimmung der Siuregerinnung von Mischungen gelabter 
und ungelabter Milch. 





Zusatz ph 
, esaes CaCl ae wane par seat (elektrometrisch) 
Nr. Pe st Paracascin in com 
pices (Labmilch) 
gelabt ungelabt I Il I Il 
] 0,0 3.6 0.4 0 4.4 3.0 $39 4.63 
2 0,9 2,7 04 25 2.0 2,4 4.73 4.73 
3 1.8 1,8 0.4 50 1.8 1.85 4.94 4.82 
4 2,7 0,9 0.4 75 O04 0.4 5,39 5,43 
5 3,6 0,0 0.4 100 0.0 0.0 6,33 6,33 


Versuch 40. 
a) Ansatz von Labmilch: 2,0 Puffer ph 6,4 + 5,0 Aqua dest. + 1,0 
Ferment 10-3 + 1,0 Milch '/,. 
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b) Ansatz von ungelabter Milch: wie a) nur statt Ferment Aqua dest. 

Bei a) wird das Ferment 25 Minuten einwirken gelassen (Kontrolle mit 
Zusatz von 1,0 CaCl, 0,5 mol. gerinnt in 21 Minuten); a) wird sodann in 
Reagenzgliisern von schwachem Kaliber und aus diinnem Glas 5 Minuten 
im Wasserbade von 60° erhitzt zur Abt6étung des Ferments; darauf Ansatz 
der Mischungen, wie es Tabelle XVIII zeigt, und langsamer Zusatz der 
n/10 Essigsiure, bis gerade Gerinnung eintritt. 

Unsere Vermutung, dafS§ die Mischungen von Casein- und Para- 
caseincalcium bei einer / gerinnen, die zwischen dem Saurefallungs- 
optimum dieser beiden Substanzen liegt, wird durch diesen Versuch 
bestiatigt; es darf also die Verkiirzung der Gerinnungszeit bei héherer 
h zu einem Teil darauf bezogen werden, daB die Gerinnung schon 
bei héherer h eintritt, wenn die fermentative Umwandlung des 
Caseins noch unvollstaindig ist. Versuche, auf die wir hier nicht 
eingehen, scheinen jedoch dafiir zu sprechen, daB bei héherer h die 
Gerinnungszeit in erheblich hdherem Grade verkiirzt wird, als es aus 
der geringeren Umwandlung des Caseins bis zum Eintritt der Ge- 
rinnung zu erwarten ware. 


Zusammenfassung. 

1. Die Wirkung des Calciums auf die Labgerinnung der Milch 
wurde in der Weise untersucht, daB der 10- bis 30-fach verdiinnten 
und mit Lab versetzten Milch zu verschiedenen Zeiten der Ferment- 
einwirkung Calciumchlorid zugefiigt und die Zeit bis zum Eintritt 
der Gerinnung beobachtet wurde. Die Wasserstoffzahl der Milch 
wurde dabei durch Acetatpuffer reguliert. 

2. Der Gang der Fermentwirkung wurde in der Weise analysiert, 
daB festgestellt wurde, bei welcher Temperatur die Milch zu_ver- 
schiedenen Zeitpunkten zur Gerinnung gebracht werden kann. Unter 
Beriicksichtigung von Ca-Gehalt, Verdiinnungsgrad und ph erwies 
sich die Héhe der Gerinnungstemperatur als charakteristisch und 
mit ausreichender Genauigkeit bestimmbar fiir einen bestimmten 
Grad der Umwandlung des Caseins in Paracasein durch das Ferment. 

3. Mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen von Mischungen ge- 
labter und ungelabter Milch ist es méglich, die im Verlaufe eines 
bestimmten Labungsversuches gewonnenen Gerinnungstemperaturen 
zu ersetzen durch Umwandlungszahlen, die angeben, wieviel von dem 
vorhandenen Casein durch das Ferment bereits in Paracasein um- 
gowandelt ist. 

4. Wird das Calciumchlorid zu Beginn der Fermentwirkung zu- 
gefiigt, so ist die Zeit bis zum Eintritt der Gerinnung um so linger, 
je héher der Ca-Gehalt der Lésung ist. Die Versuche zur Analyse 
der Fermentwirkung zeigen, dai kleine Ca-Konzentrationen die 
Fermentwirkung férdern, gréBere sie dagegen hemmen. 
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5. Wird das Calcitumchlorid erst wihrend der Fermentwirkung 
zugefiigt, so wird regelmaiBig eine Verliingerung der Gerinnungszeit 
beobachtet, die nach der Zeit und Konzentration des Ca-Zusatzes 
verschieden groB ist; diese Verlingerung der Gerinnungszeit  tritt 
auch bei Anwendung solcher CaCl,-Konzentrationen ein, die bei 
Zusatz zu Beginn der Fermentwirkung auf diese beschleunigend 
wirken. Diese Wirkung des Calciums bei spiterem Zusatz kann 
sowohl mit einer Verzdgerung der Fermentwirkung wie mit Anderungen 
der Fallbarkeit des Paracaseins durch das Calcium erklart werden. 

6. Die Umwandlung des Caseins in Paracasein ist nur vollstandig 
hei ph 6,0 bis 6,4, dem Fiallungsoptimum des Paracaseincalciums; bei 
héherer / tritt die Gerinnung schon bei unvollstaindiger Caseinum- 
wandlung ein. 
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Infolge des durch die Kriegs- und Nachkriegswirtschaft bedingten 
Mangels an Phosphordiingemitteln wurde von manchen Seiten darauf 
hingewiesen, da eine so reichliche Phosphordiingung, wie man von 
Friedenszeiten her dem Boden zu geben gewohnt war, nicht not- 
wendig sei, ja, daB eine Phosphordiingung einige Jahre hindurch 
iiberhaupt ganz unterbleiben kénne, da das in friiheren Jahren dem 
Boden zugesetzte Phosphorkapital noch laingst nicht erschépft sei 
und man also von diesen Vorriten noch mehrere Ernten hindurch 
zehren kénne. 

In engem Zusammenhang mit dieser Vorstellung steht die Frage, 
ob der Phosphor aus den Pflanzenresten, die von der vorjaihrigen 
inte her im Boden zuriickgeblieben sind, von den Pflanzen des 
neuen Jahres wohl verwertet werden kann. Es handelt sich also 
darum, ob der in organischer Bindung befindliche Phosphor der 
Pflanzenzellen, der in dieser Form fiir die Pflanze des nachsten Jahres 
nicht aufnehmbar ist, durch die Tatigkeit der im Boden lebenden 
Mikroorganismen, vor allem der Bodenbakterien, in eine fiir die junge 
Pflanze verwertbare anorganische Verbindung iibergefiihrt wird. 

Die Hauptmenge des Phosphors in der Pflanze findet sich, an 
EiweiB gebunden, im Zellkern als Nucleoproteid. Die Nucleoproteide 
sind hochmolekulare Verbindungen. 

Ihre Zusammensetzung entspricht folgendem Schema: 


Nucleoproteid 
KiweiB Nuclein 


ge 
EiweiS Nucleinsaure 
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Uber den Aufbau der Nucleoproteide im einzelnen haben wir bisher - 
noch keine bestimmte Vorstellung, denn die Zusammensetzung der Proteide 
ist sehr verschieden; jede Zellart diirfte wohl Uber eigenartige, fur sie und 
ihre Funktionen charakteristische Nucleoproteide verfiigen. Dagegen sind 
unsere Kenntnisse iiber die chemischen und physikalischen Eigenschaften 
der Nucleinsaéuren viel bessere. Die Nucleinsiuren haben, wie ihr Name 
besagt, sauren Charakter. Ihre typischen Bausteine sind Purinbasen und 
Pyrimidinbasen, sie enthalten immer eine Kohlehydratgruppe (Hexosen 
und Pentosen) und Phosphorsiiure. Thre Zusammensetzung entspricht also 
folgendem Schema: 

Nucleinsiure 





Phosphorsaure mnie nih, Pyrionidinbenen 

Die Nucleinsiure ist also der phosphorhaltige Baustein des Nucleo- 
proteids, und zwar betriigt die Menge des in ihr enthaltenen Phosphors 
nach Steudel 8,94 °%"). 

Fir unsere Frage, ob der im Boden befindliche Nucleoproteid- 
phosphor bzw. Nucleinsiurephosphor aus pflanzlichen Resten leicht 
mineralisiert werden kann, gab uns die Literatur iiber die Chemie 
der Nucleoproteide bereits einige geeignete Hinweise. 

Besonders von medizinisch-physiologischer Seite sind zahlreiche Unter- 
suchungen ausgefiihrt iiber den chemischen und fermentativen Abbau des 
Nucleins, da ja im tierischen Organismus der Nucleinstoffwechsel von 
groBter Bedeutung ist. Wenn auch in diesen Arbeiten die Frage nach der 
mehr oder minder leichten Abspaltbarkeit des Phosphorsiturekomplexes im 
allgemeinen nicht in den Vordergrund der Untersuchung gestellt worden 
ist (die Mediziner bearbeiten vor allem das Schicksal der Purinkomponente 
und den Purinstoffwechsel in Hinblick auf dessen Bedeutung fiir die Gicht), 
so findet sich doch 6fters erwihnt, daB unter den Spaltprodukten auch 
Phosphorsiiure nachgewiesen wurde, und zwar besteht nach Schittenhelm 
gerade die erste Phase des Nucleinabbaus im Darmkanal darin, da aus dem 
Komplex Phosphorsiure—Kohlehydrat—Purinbasen, dem sogenannten 
Nucleotid, die Phosphorsiiturekomponente fermentativ freigesetzt wird?). 

Nach diesen Erfahrungen iiber die leichte Abspaltbarkeit der 
Nuclein-Phosphorsiiure durch Enzyme des Tierkérpers war zu erwarten, 
daB es auch Bakterien geben miisse, welche die organische Bindung 
der Phosphorsiiure im Nuclein lésen und anorganische Phosphate in 
Freiheit setze1 kénnen. 

Hier setzen unsere eigenen Versuche ein: 

Wir ziichteten aus Erde sechs verschiedene nucleinzersetzende 
Bakterien in Reinkultur, indem wir Nihrgelatine von folgender Zu- 
sammensetzung: 1°, MgSO,, 0,2°% KCl, 1°, Nuclein, 5°, Rohrzucker, 


1) Steudel im Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 2, 575, 1. Aufl. 
1910. 
2) Guggenheimer, Erg. der inneren Medizin 20, 28, 1921. 
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5% CaCO, und 10% Gelatine mit Erde beimpften, auf Petrischalen 
ausgossen und die entstandenen Kolonien in eine Nihrlésung, ent- 
haltend anorganische Salze, Nuclein, Zucker, Kalk, iiberimpften. 
Diese Formen, denen Nuclein als einzige Stickstoff- und Phosphor- 
quelle zur Verfiigung stand, muBten die gewiinschte Fahigkeit besitzen, 
Nucleine zu spalten, also das Enzym Nuclease!) enthalten, und mit 
ihnen wurden die quantitativen Versuche durchgefiihrt. Diese Bakterien 
werden in dieser Arbeit mit dem Gattungsnamen Nucleobacter be- 
zeichnet *), 

Ks erwies sich sehr bald, daB fiir die quantitativen Untersuchungen 
Nuclein selbst sehr ungeeignet ist, denn durch dreimalige Sterilisation 
geht siimtlicher Nucleinphosphor in eine wasserlésliche bzw. anorga- 
nische Verbindung iiber. Von 42,3mg P,O; wurden 35,78 mg als 
wasserléslicher Phosphor und 6,55 mg als Ca,(PO,), wiedergefunden. 
Diese Beobachtungen stimmen iiberein mit den Erfahrungen, die in 
der chemischen und physiologischen Literatur iiber Nuclein nieder- 
gelegt sind. Kossel, dem wir die ersten Untersuchungen iiber Nuclein 
verdanken, schreibt in seiner ersten Abhandlung ,,Uber das Nuclein 
der Hefe“: ,,Nuclein wird durch siedendes H,O bei etwa 18 Stunden 
langer Kinwirkung unter Freiwerden von Phosphorsiiure zerlegt*‘%). 
Und an anderer Stelle: ,,Die durch Kochen des Nucleins mit H,O 
erhaltene Lésung enthilt die Phosphorsiiure teilweise noch in ge- 
bundener Form und ist erst nach vorhergehender Veraschung voll- 
kommen durch Magnesiamischung fiallbar‘‘*). 

DaB in unseren Versuchen die Zerlegung des Nucleins so vollstandig 
verliuft trotz der geringen Erhitzungsdauer (dreimal je 20 Minuten), 
1aBt sich durch die Anwesenheit des CaCO, erkliren, der, wie allgemein 
iiblich, der Nahrlésung zugesetzt wurde, um die durch die Lebens- 
-titigkeit der Bakterien aus dem Zucker entstehende Siure abzu- 
stumpfen und somit die fiir die Bakterien notwendige neutrale 
Reaktion zu erhalten. Diese Vermutung bestitigte sich in einem Ver- 
suche, in welchem eine nucleinhaltige Nahrlésung von gleicher Zu- 
sammensetzung wie die oben beschriebene, aber unter Fortlassung 
von Kalk, sterilisiert wurde. Dabei gingen von 42,3mg Nuclein- 


1) F. Sachs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 337. 

*) Fiir die Phosphorbestimmung wurde die Newmann-Gregersensche 
Methode benutzt, Veraschung des Nucleins mit H,SO, und HNO,, Fallung 
der sauren Lésung in Gegenwart konzentrierter NH,NO,-Losung mit 
Ammonium-Molybdat und Titration dieses Niederschlags mit NaOH. Zur 
Erzielung genauer Resultate machten wir uns die Versuchsbedingungen zu- 
nutze, die Herr Schniicke, Assistent an unserem Institut, im Verlauf seiner 
ebenfalls die Phosphorfrage behandelnden Dissertation ausprobiert hat. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 284, 1879. 

4) Ebendaselbst 4, 290, 1880. 
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P,O; nur 12,2mg P,O; in Lésung, ein Beweis also, daB die Gegen- 
wart von CaCO, die Wirkung des siedenden Wassers unterstiitzt?). 

Diese Erfahrungen iiber die Verinderungen, welche das Nuclein 
in einer CaCQ,-ha!tigen Lésung beim Erhitzen erfahrt, veranlaBten 
uns, an Stelle von Nuclein Nucleinsiiure in Form ihres Na-Salzes an- 
zuwenden. Die Nucleinsiiure, der phosphorhaltige Bestandteil des 
Nucleins (s. obiges Schema), hat niimlich diesem gegeniiber den groben 
Vorteil, als Alkalisalz bzw. Erdalkalisalz beim Sieden in wisseriger 
Lésung sich nicht zu verindern. Freie Nucleinsiiure dagegen ist gegen 
Mineralsiure selbst bei Eiseskilte sehr empfindlich*). Man kann also 
Nahrlésungen, die nucleinsaures Na enthalten, in der Hitze sterili- 
sieren und dann mit Reinkulturen arbeiteten. Die meisten Autoren, 
welche iiber Nuclein und Nucleinstoffwechsel arbeiteten, haben sich 
demgemiif dieses Salzes bedient *)*)*°). Nucleinsaures Na ist im Gegen- 
satz zu Nuclein in H,O loéslich. Dieser Umstand erforderte eine 
Anderung der Methodik, wie sie fiir die Versuche mit Nuclein vor- 
gesehen war, wobei der organisch gebundene Phosphor (unzersetztes 
unlésliches Nuclein) durch Filtration vom anorganisch gebundenen 
Phosphor (lésliches Phosphat) getrennt werden sollte. Die Trennung 
zwischen léslichem Phosphation und /éslichem unverinderten Nuclein- 
siurephosphor erfolgt auf Grund folgender Uberlegung: Ammonium- 
molybdat fallt nur Phosphation, nicht aber organisch gebundenen 
léslichen Phosphor. Wenn man also die Lésung nicht verascht, wie 
sonst bei physiologischen Analysen zur Uberfiihrung des organisch 
gebundenen Phosphors in anorganische Bindung iiblich ist, so fallt 
bei Zusatz von Ammoniummolybdat nur der von den Bakterien ab- 
gespaltene anorganische Phosphor aus. Nun herrschen in der Literatur 
allerdings Zweifel dariiber, ob diese Molybdinfallung tatsiichlich eine 
scharfe Unterscheidung gibt; es besteht nimlich die Méglichkeit, dab 
bei der Ausfiihrung der Fallung, welche unter Zusatz von konzen- 
trierter HNO, bzw. H,SO, in der Siedehitze erfolgt, das Molekil 
der Nucleinsiure durch diese siedende Saure zerst6ért wird und dab 
ein Teil des in ihm vorhandenen organisch gebundenen Phosphors in 
anorganisches Phosphat iibergeht. L. Iwanoff*®), der in zwei Arbeiten 


1) Siehe auch Lichtwitz, Klinische Chem., 8. 77. Nuclein wird bei der 
peptischen Verdauung, vollstiindig aber durch die Hydrolyse mit Alkalien, 
in Eiwei8 und Nucleinsiure zerlegt. 

2) Steudel, 1. ¢. 

3) Schittenhelm und Schréter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 203, 1903. ; 
40, 63 und 70, 1904. 

4) Iwanoff, ebendaselbst 39, 31, 1903. 

5) Pleuge, ebendaselbst 39, 190, 1903. 

6) Ber. d. bot. Ges. 20, 366, 1902; Jahrb. f. wissenschaftl. Bot. 36, 
355, 1903. 
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Uber das Auftreten und Schwinden der Phosphorverbindungen in 
der Pflanze‘‘ und ,,Uber die Umwandlung des Phosphors beim Keimen 
der Wicke ebenfalls die Anwesenheit von anorganisch gebundenem 
Phosphor neben organischen Phosphorverbindungen nachzuweisen hat, 
macht tiber die Einwirkung des Molybdinreagens widersprechende 
Angaben. In der ersten Abhandlung schreibt er, daB bei Einwirkung 
des Reagens auf Nucleinsaéure sich schon in der Kalte ein reichlicher 
gelber Niederschlag bildet, da Nucleinsiure durch die starke HNO, 
schnell zersetzt wird. In der zweiten Arbeit hebt er jedoch hervor: ,,Die 
Befiirchtungen, das die léslichen organischen Phosphorverbindungen 
unter dem Einflu8 der HNO, in der Molybdinfliissigkeit zersetzt 
werden oder daf die organischen Verbindungen hemmend auf die 
Fallung der Phosphorsiure durch Molybdinfliissigkeit wirken, erwiesen 
sich als unbegriindet.‘‘ Einen Beleg hierfiir gibt er in dieser Arbeit 
allerdings nicht, und eine spitere Arbeit von ihm‘), die in russischer 
Sprache erschienen ist und die Methodik ausfiihrlicher behandeln soll, 
war uns nur in einem Referat zugiinglich, in welchem die Methodik 
nicht beschrieben war. 

Um diese Frage, ob Nucleinsiure, mit Molybdinreagens behandelt, 
sich zersetzt und damit die Anwesenheit von anorganischem Phosphor 
vortéiuscht, zu entscheiden, waren nur wenige Versuche notig. 0,5 ¢g 
nucleinsaures Na, in 100cem H,O gelést, wurde, wie bei der Gregersen- 
Neumannschen Bestimmungsmethode*) vorgeschrieben, mit 10¢ecm 
konzentrierter H,SO, bzw. HNO, versetzt, dann wurden 75ccm 
5Oproz. NH,NO,-Lésung und 35cem H,O zugefiigt, zum Sieden 
erhitzt und tropfenweise 40cem 10proz. Ammoniummolybdatlésung 
zugefiigt. Es schied sich ein gelber Niederschlag aus, ein Beweis 
also, dafS{ in diesem Versuche aus nucleinsaurem Na anorganisches 
Phosphat abgespalten worden ist. Nun wurde die Methode geiindert, 
indem der Zusatz von Ammoniummolybdat in der Kalte geschah und 
die 10cem H,SO, erst zum SchluB hinzugefiigt wurden. Dabei ent- 
stand ein weifer, flockiger, voluminéser Niederschlag, die typische 
Gelbfirbung des Ammonium-Phosphormolybdats aber blieb aus. Die 
Analyse des weiBen Niederschlages ergab, da®B simtlicher Phosphor 
des nucleinsauren Na in ihm vorhanden war. Bei Zimmertemperatur 
setzt also die H,SO, bzw. HNO, aus dem nucleinsauren Na die 
Nucleinsiure in Freiheit, spaltet aber aus ihm keine freie Phosphor- 
siure ab. Eine Bestitigung dieser Reaktion findet sich bei S/eudel 
in Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitmethoden 2, 582, 
1910. Dort ist angegeben: ,,Durch Behandlung freier Nucleinsdiure 

1) Arb. d. N. Petersb. Naturf. Gesellsch. 34, 170, 1904 (erschienen 1905), 
russisch. Zit. nach bot. Jahresber. 1907, I, 845. 

2) Gregersen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 49, 1911. 
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mit starker HNO, oder HC! in der Kalte bzw. bei Zimmertemperatur 
kann man leicht die gesamten Purinbasen als Nitrate bzw. Chloride 
abspalten. Man erhalt dann im Filtrat einen Kérper, der noch die 
gesamte Phosphorsiure in organischer Bindung enthilt.* Auf Grund 
dieser Erfahrung war nun die Methodik zur Bestimmung anorganischer 
Phosphorséure in Gegenwart von unzersetzter Nucleinsiure gegeben: 
Man versetzt mit Ammoniummolybdat neben NH,NO, in der Kalte 
und fiigt H,SO, baw. HNO, zum Schlu® zu. 

Da in den Vorschriften fiir die Ammoniummolybdatfallung an- 
organischer Phosphate immer angegeben ist, daB man die Fallung in 
der Hitze vornehmen soll, wurde in einem besonderen Versuche ge- 
priift, ob die Nichtinnehaltung dieser Bedingung eine Fehlerquelle ist 
und vielleicht eine nicht quantitative Ausfillung des Phosphors zur 
Folge hat. Eine Lésung von 0,075 g KH, PO, in 100cem H,O wurde 
in zwei Teile geteilt, die eine Hialfte wurde heili, wie iiblich, die 
andere kalt und mit nachtriiglichem Siurezusatz gefallt. Beide gaben 
die gleiche Menge P,O,: 19,02 bzw. 19.88mg P,O; in 0,0375 mg 
KH,PO,. Der einzige Unterschied besteht darin, daB der Nieder- 
schlag sich in der heiBen Probe schnell, in der kalten Probe dagegen 
sehr langsam zu Boden setzt. Das Absitzen kann wesentlich be- 
schleunigt werden, wenn man wihrend des Zutropfens der H,SO, 
bzw. HNO, dauernd riihrt. 

Noch ein weiterer Vorversuch war zu erledigen: Da die Unter- 
suchungen in einer Bakteriennahrlésung vorgenommen werden sollten, 
in welcher durch die Lebenstiitigkeit der Bakterien Eiweif} oder andere 
organische Substanzen gebildet werden, so wurde gepriift, ob die 
Anwesenheit von Eiweifstoffen die Ausfillung von anorganischem 
Phosphat hemmt. Es wurde 0,075g KH,PO, in 100ccm Peptonhefe- 
wasser gelést und in der Kite gefiallt. Der Niederschlag fiel be- 
deutend langsamer, als in der wiisserigen Lésung, filtrierte durch 
Papierfilter sehr langsam und lieB sich vor allem sehr schlecht von 
Saiure auswaschen. Das Resultat gab jedoch geniigend gute Uber- 
einstimmung: 20,08 mg P,O; gegen 19,88 mg P, 0, in wisseriger Losung. 
Die Anwesenheit von Eiweif bzw. organischer Substanz stért also 
bei der Analyse nicht. 

Nachdem so die Methodik fiir die Unterscheidung zwischen an- 
organisch und organisch gebundenem Phosphor ausgearbeitet war '), 
wurden die eigentlichen Versuche angesetzt. 

1) Betonen méchten wir, daB diese Methodik nur fiir Nucleinsiiture aus- 
probiert worden ist, die bei Einwirkung von H,SO, bzw. HNO, in der 
Kalte keine Abspaltung von anorganischem Phosphat ergab. Wie sich andere 
phosphororganische Verbindungen, z. B. Lecithin, Casein usw., unter 
gleichen Versuchsbedingungen verhalten, wurde nicht untersucht; also kann 
unsere Methode nicht ohne besondere Priifung auf diese tibertragen werden. 
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Die Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung: 0,1 g nuclein- 
saures Na, enthaltend 18,55mg P,O; nach Analyse, 0,1g MgS0O,, 
01g KCl, 2,5g Rohrzucker, 1,25g CaCO,, 50cem H,0O. 

Die Kélbchen wurden dreimal 20 Minuten lang bei 100° sterilisiert, 
einige blieben als Kontrollversuche unbeimpft, andere wurden mit 
Reinkulturen beimpft, und zwar wurden als Impfmaterial drei von 
unseren selbst geziichteten, nucleinzersetzenden Erdbakterien (be- 
zeichnet als Nucleobacter 14, 15, 16) und eine Coli-Reinkultur  ver- 
wendet. Coli spaltet niimlich, wie aus medizinischen Arbeiten') her- 
vorgeht, Hefenucleinsiure und macht daraus elementaren Stickstoff 
bzw. Purinbasen frei; es war also anzunehmen, daf er, was in diesen 
Arbeiten nicht untersucht worden ist, dabei aus Nucleinsiure auch 
Phosphorsiure in Freiheit setzt. 

Der Zusatz von 1,25 g CaCO, zu der Nahrlésung wurde gegeben, 
um wieder die bei der Zuckerspaltung freiwerdende schidliche Saure 
abzustumpfen. Es mute nun untersucht werden, ob dieser Kalk, 
ihnlich wie sich bei den Versuchen mit Nuclein gezeigt hatte, auch 
auf die Nucleinséure einwirkt und ob dadurch rein chemisch, ohne 
Bakterienwirkung, eine Abspaltung von anorganischem Phosphor ein- 
tritt. Daher wurde die Naihrlésung nach dreimaliger Hitzesterilisation 
analysiert. Zunichst wurde vom Kalk abfiltriert und das Filtrat in 
der Kilte mit Ammoniummolybdat versetzt unter nachtriglichem 
Zusatz von HNO,; es entstand keine Fillung, weder die weibe, die 
auf Ausscheidung der Nucleinsiure, noch die gelbe, die auf Abspaltung 
von anorganischem Phosphat beruht. Daraus ist zu schlieBen, dab 
CaCO, in der kurzen Zeit (drei Tage) nur die Einwirkung ausiibt, 
daB es sich mit nucleinsaurem Na zu unldéslichem nucleinsauren Ca 
umsetzt, welches also nicht im Filtrat nachweisbar ist. Ferner wurde 
das abfiltrierte Ca-Salz in kalter HNO, gelést und ebenfalls mit 
Ammoniummolybdat versetzt, denn es war zu beriicksichtigen, dab 
eventuell gebildetes anorganisches Phosphat sich mit CaCO, zu un- 
léslichem Ca,(PO,), hatte umsetzen kénnen. Aber auch in diesem 
Falle trat kein gelber Niederschlag auf. Als Resultat dieses Versuches 
ergibt sich also: 

CaCO, spaltet innerhalb von dret Tagen kein anorganisches Phosphat 
aus nucleinsaurem Na ab, es setzt sich nur zu unldslichem nuclein- 
sauren Ca mit thm um. 

Der Versuch wurde wiederholt, nachdem die sterilisierte CaCO,- 
haltige Nahrlésung unbeimpft drei Monate gestanden hatte. Dabei 
ergab sich nun ein anderes Bild (s. Tabelle [). 


1) Schittenhelm und Schréter, |. c.; Rother, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
114, 149, 1920. 
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Tabelle I. 


Steriler Versuch nach 3 Monaten. 





Anorganische Organische Anorganische + organische 
Ps Os P. Os 
og 5,8 7,1 13.5mg P.O, 
Im Kalkniederschlag . . 6.8 0.8 7.6 : 
Summe . ..: 12.6 8.5 21.lmg P.O, 


Ein betrachtlicher Teil des in organischer Bindung befindlichen 
Phosphors ist also in anorganische Bindung itiberfiihrt worden, etwa 
50°, nur sind in organischer Bindung geblieben (8,4mg von etwa 
19 mg). 

Man sieht also, da bei tangerer Einwirkung von Kalk (dret Monate) 
eine weitgehende rein chemische Aufspaltung der Nucleinsdure erfoigt, 
eine Tatsache, die fiir die Verhdltnisse im Erdboden sicher stark ins 
Gewicht fallt. 

Tabellen II, III. 1V, V enthalten die Resultate der beimpften 
Nahrlésungen, geben also ein Bild itiber die Einwirkung der Bakterien 
neben der chemischen Einwirkung des Kalks. 


Tabelle Ds 





Coli. 
Anorganische Organische Anorganische + organische 
PLO; 
LOSS) re 3 2.0 63mg P,O; 
Im Kalkniederschlag. . 13,2 2,2 15.4 
Summe ... 17,5 4,2 21.7 mg P,O, 


Tabelle I1l. 
Nucleobacter 14. 





Anorganische Organische Anorganische + organische 
P20 Py Os PO; 
Bey Pa SS 4.8 3,3 81mg P,O,; 
Im Kalkniederschlag . . 0 13.9 13,94 ,, 
Summe ... 4.8 17,2 22,.0mg P,O; 


Tabelle IV. 


Nucleobacter 15. 





Anorganische Organische Anorganische + organische 
’ P. Os P.O; 
Oe | ia ire 18 0 18mg P,O; 
Im Kalkniederschlag . . 15.4 5.9 oo i, 
Summe ... 17,2 5.9 23.1mg P,O; 
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Tabelle V. 
Nucleobacter 16. 





Anorganische Organische Anorganische + organische 
Ps Os 
aie! MOO 6 ie ey en 3.0 7,4 104mg P,O; 
Im Kalkniederschlag . . 12,7 0 CE. SE aia ae 
Summe .. . 15,2 7,4 22,6mg P,O; 


Die Methodik war in allen diesen Versuchsreihen derartig, daB 
die vom Kalk abfiltrierte Lésung in zwei Teile geteilt wurde, von 
denen der eine direkt und in der Kalte, der andere nach Veraschung 
mit Ammoniummclybdat gefallt wurde; dies gab im ersten Falle die 
Menge ,,anorganische P,O, im Filtrat*‘, im zweiten Falle ,,anorganische 

organische P,O; im Filtrat‘. ,,Organische P,O,; im Filtrat‘‘ ist 
die Differenz zwischen beiden Werten. Der Kalkniederschlag wurde 
zwecks Lésung von Ca,(PO,), und nucleinsaurem Ca mit verdiinnter 
kalter HNO, behandelt, diese salpetersaure Lésung wie oben in 
zwei Teile geteilt und in dem einen direkt, in dem anderen nach 
Veraschung mit Ammoniummolybdat die Fillung ausgefiihrt; dies 
gab die Menge ,,anorganische P,O; im Kalkniederschlag‘‘ bzw. 
, anorganische ++ organische P,O; im Kalkniederschlag’*. ,,Organischer 
P,O; im Kalkniederschlag‘ ist die Differenz zwischen beiden Werten. 

Vergleicht man die ,,SSumme anorganische P,O,‘‘ in den sterilen 
und in den geimpften Versuchen, so findet man in letzteren nur 
einen geringen Zuwachs, und zwar bei 


Bact. Coli Nucleobacter 15 Nucleobacter 16 
um 4,9 mg um 4,6 mg um 2,6mg P.O; 


Bei Nucleobacter 14 ist sogar eine Abnahme um 7,8mg P,O; 
zu konstatieren. 

Dies fiihrt zu der Annahme, da8 vielleicht ein Teil des an- 
organischen Phosphors nachtriiglich in den Bakterienzellen wieder 
festgelegt ist. Die ,,Summe organischer P,O,‘‘ wiirde demnach 
nicht nur den Anteil unzersetzt gebliebenen Nucleinphosphors be- 
deuten, sondern auch den Anteil neugebildeten Nucleinphosphors in 
den Bakterienleibern. Eine Trennung dieser beiden Komponenten 
lie8 sich nun aber nicht durchfiihren, da die Bakterien mit im 
Kalkniederschlag vorhanden sind, der ein nach unserer Methode 
untrennbares Gemisch von CaCO ,, Ca, (PO ,)., nucleinsaurem Ca und 
Bakterien darstellt. 

Der Kalkzusatz zu den Niahrlésungen erwies sich demnach in 
zweifacher Hinsicht stérend fiir unsere Versuchsanordnung, einerseits 
durch die eben erwahnte Schwierigkeit, die Bakterien von nuclein- 
saurem Ca abzutrennen, und andererseits durch die aufschlieBende 
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Wirkung des Kalks auf Nucleinséiure, welche den Vorgang des Auf 
schlieBens durch Erdbakterien teilweise verdeckt. 

Es wurden also neue Versuche angesetzt, in welchen der Kalk 
fortgelassen und die nétige alkalische Reaktion des Nahrmediums 
dadurch aufrecht erhalten wurde, da beim Auftreten von Saure 
unter sterilen Bedingungen sterilisierte feste Soda in die Kélbchen 
gebracht wurde. Das Auftreten sowie die Neutralisation der Siure!) 
wurde festgestellt an dem Farbumschlag, den vorher zugesetztes 
Lackmuspulver der Niahrlésung erteilte. Die Nihrlésung hatte 
folgende Zusammensetzung: 

0,2g nucleinsaures Na, enthaltend 37,1 mg P,O;, 5g Rohrzucker, 
02g MgSQ,, 0,2g KCl, 100cem H,0O, 1,5 g Lackmuspulver. 

Diesmal wurde nur mit zwei verschiedenen Bakterienreinkulturen 
gearbeitet, und zwar mit Coli und mit Nucleobacter 15. Nucleo- 
bacter 15 produzierte viel schneller und viel reichlicher Siure als 
Coli, die Nahrlésung muBte viel hiufiger neutralisiert werden. Nach 
einiger Zeit wurde Reduktion des Farbstoffes beobachtet, die saure 
farblose Lésung wurde erst nach Zusatz von neuem Lackmus wieder 
rot. Unser Nucleobacter 15 enthiilt also das Enzym Reduktase. 
Coli zeigte diese Farbstoff reduzierende Wirkung viel schwicher. 
Ferner besaf Nucleobacter 15 ein bedeutend starkeres Wachstum als 
Coli, die urspriinglich klare Lésung zeigte innerhalb von 4 Wochen 
eine starke Triibung, und der ganze Boden war mit einem dichten 
Niederschlag von Bakterien bedeckt, waihrend Coli nur eine ge- 
ringe Triibung und einen geringen Bodensatz hervorrief. Nach 
4 Wochen wurden die Kulturen untersucht. Der Gang der Versuche 
war diesmal einfacher als in den Kalkkulturen. Es handelte sich 
nur darum, die Bakterien von der Nihrlésung abzutrennen, zu ver- 
aschen und ihren Phosphorgehalt zu bestimmen, sowie in der Nahr- 
lésung, welche die Nucleinsiure in Form des léslichen Na-Salzes 
enthalten hatte, ohne vorherige Veraschung eine Ammoniummolybdat- 
fillung in der Kilte vorzunehmen zur Bestimmung des anorganisch 
gebundenen Phosphors. 

Zur Abtrennung der Bakterien bedienten wir uns mit bestem 
Erfolg des Zsigmondyschen Membranfilters. Das Filtrat der stark 
getriibten Nahrlésung wurde durchsichtig klar und zeigte bei Uber- 
impfung in Nihrgelatine auf Petrischalen kein Bakterienwachstum, 
ein Beweis also, daB die Bakterien quantitativ auf dem Filter zuriick 
gehalten wurden. Die 100ccm der Colikulturfliissigkeit brauchten 
auf einem 40-Sekundenfilter etwa 1 Stunde Durchlaufzeit, wihrend 


1) Uber die Identifizierung dieser Siiure als Ameisensiiure, Essigsiiure 
und Milchsiure s. S. 16. 
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100 cem der Nucleobacterkulturfliissigkeit auf einem gleichen Filter 
etwa die neunfache Zeit brauchten. Die ungeimpfte sterile Niahr- 
lésung lief in 1 bis 2 Minuten durch. Durch Vergleich dieser 
Zahlen ergibt sich, daB die Bakterien beim Wachstum in der Nahr- 
lésung ein stark viskoses Stoffwechsel- bzw. Abbauprodukt aus der 
leichtfliissigen Nucleinsiiure produzieren; in Ubereinstimmung damit 
fiel bei Nucleobacter 15 auf, da der Bodensatz eine zih zusammen- 
hangende Schleimmasse von Bakterien bildete. Damit hangt ein 
weiterer Vorteil der Ultrafiltration zusammen: Die Fillung des ab- 
gespaltenen Phosphats mit (NH,),MoO, im unveraschten Filtrat er- 
folgte ebenso rasch wie die Kontrollfaillung einer wisserigen Lésung 
von KH,PO,. Die viskosen organischen Substanzen, welche bei dem 
Kontrollversuch KH,PO, in Peptonhefewasser die Geschwindigkeit 
der Ausfaillungsreaktion so stark verminderten, waren zuriickgehalten, 
und die Fallung erfolgte in einem Medium, dessen Zihigkeit ungefihr 
der einer wiisserigen anorganischen Loésung entspricht. Zunichst 
wurde eine sterile unbeimpfte Nahrlésung ultrafiltriert und im Filtrat 
der Gesamtphosphorgehalt nach Veraschung bestimmt, um zu kon- 
trollieren, ob die Poren des Membranfilters das Molekiil des nuclein- 
sauren Na, welches ein Molekuiargewicht von 1409 hat, glatt hin- 
durchlassen; denn gréBere Molekiile — in der GréBenordnung des 
Farbstoffmolekiils — werden zum Teil zuriickgehalten, wie z. B. bei 
dem Lackmusfarbstoff beobachtet wurde, nach dessen Durchgang 
das Filter blau gefirbt, die Lésung selbst dagegen fast farblos er- 
schien. In bezug auf Nucleinsiiure erwies sich das 40-Sekundenfilter 
volistindig durchlissig, im Filtrat wurde der gesamte Phosphor der 
eingewogenen Nucleinsiure (37,1 mg P,O;) bei der Analyse wieder- 
gefunden. 

Tabelle VI zeigt die Menge der von Coli bzw. Nucleobacter 15 
aus 37,lmg Nucleinsiure-P,O, in anorganische Form iiberfiihrte 
P,O,; und die Menge der in den Bakterienzellen als Nuclein fest- 
gelegten P,O;. Das Membranfilter selbst war phosphorfrei, wie in 
einem besonderen Versuche gepriift wurde, und lieB sich bequem mit 
Siure veraschen 





Tabelle VI. 
Neugebildete I ys aye | Organische : 
anorganische i | P.O in Summe 
Form P.O, i Fs dl i Bakterien P) Os 
Nucleinsaure I 
mg Oy || mg %y mg 
3} See 7 318 90 2.4 3,8 10 38,0 
Nucleobacter 15 ; 249 | 68,5 0 11,5 31.5 36,4 


Beide Versuche zeigen also, daB8 durch die Bakterientatigkeit der 
Phosphor aus der Nucleinsiure quantitativ abgespalten ist, und zwar 
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befindet sich der gréBte Teil als anorganisches Phosphat in der 
Lésung. Der iibrige Teil ist in den Zell-Leibern der Bakterien fest- 
gelegt!), und zwar bei Nucleobacter bedeutend mehr als bei Coli 
(114mg gegen 3,8mg), was seiner stirkeren Entwicklung in der 
Nihrlésung entspricht. Verschiedene Bakterienarten nehmen also 
trotz gleicher verfiigbarer Phosphormenge verschiedene Mengen 
Phosphor zum Aufbau ihrer Leibessubstanz auf. So erkliren sich 
auch in den _ kalkhaltigen Nucleinsiiureversuchen, in denen die 
Bakterien nicht einfach von der Nihrlésung abfiltriert werden 
konnten, die Differenzen in der Menge ,,organischer P,O,‘ bei den 
vier verschiedenen Bakterienformen Coli, Nucleobacter 14, Nucleo- 
bacter 15, Nucleobacter 16. Nucleobacter 14 hat am meisten P,0, 
eingelagert und entsprechend weniger anorganische P,O; in der 
Nihrlésung zuriickgelassen, weniger noch als durch den chemischen 
Abbau mittels Kalk aus Nucleinsiure entstanden war. 

Nachdem so die Abspaltung von Phosphorsiure aus Nuclein- 
siiure durch Erdbakterien sicher nachgewiesen war, wurden unsere Ver- 
suche auf Nuclein erweitert. Da, wie bereits erwibnt, durch Hitze- 
sterilisation das Nuclein stark zersetzt, zum Teil zu Nucleinsiure, 
zum Teil zu Phosphorsiure abgebaut wird, so unterlieBen wir bei 
diesen Versuchen das Arbeiten mit Reinkulturen und beschrankten 
uns darauf, die unsterilisierten nucleinhaltigen Nahrlésungen mit 
einer Rohkultur (Kompostaufschwemmung) zu impfen. Da bei diesen 
Versuchen wieder CaCO, zugegeben war, so war es notwendig, zu 
kontrollieren, ob wihrend der 2 Monate langen Kinwirkung bei 
Zimmertemperatur eine chemische Einwirkung des Kalks auf das 
Nuclein stattgefunden hatte, denn es ist wahrscheinlich; daB ein Vor- 
gang, der sich bei héherer Temperatur quantitativ vollzieht, bei 
niederer Temperatur wenigstens teilweise vonstatten geht. Zur Ver- 
meidung der Hitzesterilisation wurden die Kontrollésungen, bei denen 
die Bakterientatigkeit ausgeschaltet werden muBte, durch Zusatz von 
Chloroform sterilisiert; sie erwiesen sich nach 2 Monaten vollig keim- 
frei; bei Uberimpfen in Nahrgelatine trat kein Bakterienwachstum ein. 

Es wurden zwei Lésungen von folgender Zusammensetzung an- 
gesetzt: 

Lésung 1. 100cem H,O, lg MgS0O,, 0,2g KCl, 1g Nuclein, 
2,5g Ca COs. 

Lésung 2. 100cem H,O, 1g MgS0O,, 0,2g KCl, 1g Nuclein, 
2,5g CaCO,, 5g Rohrzucker. 

lg Nuclein (Praiparat Hefenuclein von Merk-Darmstadt) enthalt 
84,62 mg P,O,. Der Gang der Analyse war der gleiche. wie bei den 


1) Vel. L. Iwanoff, 1. e. 
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: 
kalkhaltigen Nucleinsiureversuchen — beschrieben. Die folgenden 
Tabellen zeigen die Resultate der sterilen und beimpften Niahr- 
lésungen nebeneinander. 
Tabelle VII. 
Lésung I, CaCO, ohne Zucker. 





; Kompost- 
Steril hanes Bemerkungen 
Nucleinsaiure in Losung .. . 646 | 68mg P,O, 
Anorganische P,O, in Lésung = 0 0 
Anorgan. P,O; als Ca,(P9;), 0 42.6 mg 
Unverindertes Nuclein. . . . 20,02 35.22 .. Unverandertes Nuclein bzw 


neu gebildetes Bakt. Nuclein 
(beim Kompostversuch) 


Tabelle VIII. 
Lésung If, CaCO, + Zucker. 





Kompos‘s 


Steril Bemerkungen 


imptung 
Nucleinséure in Lésung ... 624 43mg P.O, 
Anorganische P,O,; in Losung = 0 
Anorgan. P,O,; als Ca,(PO,), 2,8 72.6 
Unveriindertes Nuclein. . . . 19.42 772 Unverandertes Nuclein bzw 


neu gebildetes Bakt. Nuclein 
(beim Kompostversuch) 

In den sterilisierten Proben erkennt man deutlich die Einwirkung 
des Kalks auf das Nuclein; von 84,62 mg P,O,; sind 64,6mg P,0O, 
bzw. 62,4mg P;O; in Nucleinsiure iibergegangen. Die Umwandlung, 
die bei Siedetemperatur durch CaCQ, in kurzer Zeit erfolgt (s. 8.78), 
geht schon bei Zimmertemperatur vonstatten, dort wird sie allerdings 
erst nach lingerer Zeit (hier nach zwei Monaten) bemerkbar. Eine 
weitere Uberfiithrung der Nucleinsaure in anorganisches Phosphat durch 
chemische Wirkung findet dagegen hier nicht statt. Diese tritt erst 
bei Gegenwart von Bakterien in dem geimpften Versuche ein. 

In Versuch 1 (Kompostimpfung) ist ein bedeutender Teil der 
gebildeten Nucleinsiure in anorganisches Phosphat verwandelt, von 
64,6 mg Nucleinsiure P,O,; sind 42,63mg zu anorganischer P, 0, ge- 
worden. In Versuch 2 ist sogar mehr anorganische P, O,; (72,6 mg) 
gebildet, als der Nucleinsiure des sterilen Kontrollversuches ent- 
spricht (62,4 mg): hier scheint die giinstige Wirkung des Zuckers als 
Energiematerial zum Ausdruck zu kommen, wodurch die Bakterien 
befahigt werden, auch die unveranderten Molekiile Nuclein direkt 
anzugreifen, waihrend sie bei ungiinstigen Verhaltnissen nur die durch 
den Kalk ibnen zuginglich gemachte Nucleinsiure weiter verarbeiten 
kénnen. Ob die Differenz von 7,72mg P, 0, bei dem Zuckerversuch 
noch unzersetztes Nuclein bedeutet, oder ob sie die Menge des in 














a aise 





en 


LW. 
cin 

















Nucleoproteid spaltende Bakterien usw. Su 


Bakterien festgelegten Phosphors darstellt, lie8 sich bei unserer Ver- 
suchsanordnung nicht en‘scheiden, aus den bei den friitheren Nuclein- 
siurekalkversuchen erwaihnten Griinden: im Hinblick auf die Resultate 
unserer kalkfreien Nucleinsiiureversuche mit Bakt. Coli und mit 
Nucleobacter 15 erscheint aber letztere Annahme wahrscheinlicher. 

Die weitere Verfolgung unserer Fragestellung fiihrte zu der 
Untersuchung, ob unser Nucleobacter befihigt ist, nicht nur Nuclein- 
siure und Nuclein, sondern auch das ganze Nucleoproteidmolekiil 
anzugreifen. Daf Nucleoproteid iiberhaupt ziemlich leicht gespalten 
werden kann, ist ja bekannt durch die Vorgiinge bei der Nucleo- 
proteidverdauung im Magendarmkanal, wobei im Magen durch Pepsin 
und Salzsiure die Nukleoproteide ihre erste Veriinderung erfahren 
und in Eiweif und Nuclein gespalten werden. Neben diesen fermenta- 
tiven ist uns auch ein rein chemischer Weg der Nucleoproteidspaltung 
bekannt, durch Einwirkung verdiinnter Natronlauge auf Hefe hat 
Kossel!) Hefenuclein hergestellt. Wir verwendeten als Nucleoproteid, 
dessen Spaltbarkeit durch Nucleobacter 15 gepriift werden sollte, 
Hefe, und zwar eine Trockenhefe, die in 0,5g 27,70mg P,0O, ent- 
hielt. Folgende Nahrlésungen wurden angesetzt: 

0,5g Hefe, enthaltend 27,7mg P,O;, 5g Rohrzucker, 0,2 ¢ 
Mg SO,, 0,2g KCl, 15g Lackmus, 100cem H,0, Spur Na, CO, bis 
zur schwachen Blaufarbung. 

Die Losungen wurden dreimal bei 100° sterilisiert; eine Probe 
wurde analysiert, um festzustellen, ob durch das Sterilisieren bereits 
Phosphor aus der Hefe abgespalten wird. Diese V«rsuchsanordnung 
mit Hitzesterilisation und Abzug der im Kontrollversuch gefundenen 
abgespaltenen Phosphormenge erschien vorteilhafter als das Arbeiten 
mit Rohkulturen wie im vorher beschriebenen unsterilisierten Nuclein- 
versuch. Die Lésung wurde durch ein Zsigmondysches 60-Sekunden- 
filter filtriert, wodurch die unverinderte Hefe zuriickgehalten wurde. 
Im Filtrat wurde nach der vorher beschriebenen Methode anorganisch 
und organisch gebundener Phosphor bestimmt. Es ergab sich folgen- 


des Resultat: 
Tabelle IX. 





In der Losung Im Niederschlag S 
; : organische P,O ae 
anorganische P.O; organische P.O: ” ' 
0 mg 12,17 mg 16,23 mg 28.4 mg 


Durch das dreimalige Erhitzen mit H,© ist also der Phosphor 
der Hefe fast zur Hilfte (zu 42,9°,) in léslichen organischen Phosphor 
verwandelt worden, aber noch nicht in anorganisches Phosphat. Es 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 248, 1886. 
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entsteht also aus Nucleoproteidphosphor zur Halfte Nucleinsiure- 
phosphor. 

Die mit Nucleobacter 15 beimpfte Probe gab starkes Wachstum 
und starke Bildung von Siure, welche stets durch Zusatz von fester 
sterilisierter Soda sofort abgestumpft wurde. Nach mehreren Wochen 
wurde der Versuch abgebrochen und die Lésung durch ein Membran- 
filter von 60 Sekunden Durchlaufszeit filtriert. Wahrend die un- 
geimpfte Probe eine Durchlaufszeit von 20 Minuten gehabt hatte, 
brauchte man zum Filtrieren der bakterienhaltigen Lésung etwa 1 Tag. 
Die Lésung war sehr zihe geworden [Bildung von Hefegummi?)]. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 


Tabelle X. 





In der Lésung Im Niederschlag 
(untrennbares Gemisch iin 
F chien : ne 
neu gebildete anorgan. P.O, organische P, Os a ae 
mg Oo mg mg mg 
13,95 50,47 4,32 8.8 26,85 


Durch die Tiatigkeit der Bakterien sind also tiber 50° des ge- 
samten Nucleoproteidphospbors in anorganisches Phosphat iiberfiihrt 
worden; der in den Bakterien festgelegte Anteil an Phosphor laBbt 
sich nicht berechnen, da im Niederschlag neben den Bakterien noch 
unzersetzte Hefe vorhanden ist. 

Es ergibt sich aus dieser Versuchsreihe, dap Nucleobacter befihigt 
ist, Nucleoproteid direkt anzugreifen und Phosphorsdure daraus abzu- 
spalten. 

Der letzte Punkt, der zur Klirung unseres Problems gerade in 
bezug auf die anfangs erwihnte landwirtschaftliche Bedeutung der 
Phosphorfrage zu beantworten war, fiihrte uns zu folgender Frage- 
stellung: Ist Nucleobacter 15 imstande, aus Nucleoproteid auch 
dann noch Phosphor abzuspalten. wenn die Zellkerne im Boden be- 
reits in Humus iibergegangen sind? Denn gerade auf Phosphor- 
freimachung aus humifizierter Substanz miBte ja die praktische 
Bedeutung von Nucleobacter im Boden beruhen. Der Versuch wurde 
in folgender Weise ausgefiihrt: Zuerst stellten wir uns Humussiure 
her aus einer stark humosen Gartenerde nach der Vorschrift von 
Krzeminiewski?). Nun wurden Nahrlésungen von folgender Zusammen- 
setzung angesetzt, in welcher also als Phosphorquelle anstelle von 
Nucleinsiure bzw. von Nucleoproteid Humussiure zugesetzt war : 


1) Vgl. Sachs, Uber die Nuclease, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 337. 
2) Remy und Résing, Zentralbl. f. Bakt. IT, 30, 350, 1911. 
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5g Humussiure als Phosphorquelle, 5g Rohrzucker als Kohlen- 
stoffquelle, 0,125 g Asparagin als Stickstoffquelle, 0,2g MgSO,, 0,2 ¢ 
KCl, 100cem H,0. 

Zur Lésung der in H,0 unléslichen Humussiiure wurde Nag COs 
zugegeben und die Reaktion der Nihrlisung schwach alkalisch ge- 
macht; die Spuren unléslichen Riickstandes wurden abfiltriert. Die 
Lésungen wurden dreimal sterilisiert, und eine Probe wurde sofort 
analysiert, um den Phosphorgehalt der Nahrlésung festzustellen; er 
betrug 11,.2mg P,O,; in 100ccm. Eine gréBere Phosphorgabe konnte 
nicht gegeben werden, da mehr als 5°, Humussiéure die Bakterien 
zu stark schidigen wiirde. Das Wachstum von Nucleobacter auf 
dieser Lésung trat demnach auch spiiter ein als in den friiheren 
humusfreien Nahrlédsungen; nachdem aber die anfangliche Schidigung 
iiberwunden war, entwickelten sich die Bakterien sehr gut, gaben 
deutliche Girung und bildeten am Boden wieder den bekannten 
schleimigen Niederschlag. Nach 14tagigem Wachstum wurden die 
Bakterien mittels eines Zsigmondyschen 20-Sekundenfilters abfiltriert 
(Durchlaufzeit der beimpften Lésung etwa 5 Stunden, wihrend die 
ungeimpfte Kontrollésung nur 40 Minuten Durchlaufzeit hatte), samt 
dem Filter verascht und ihr Phosphorgebalt bestimmt. Es ergab 
sich, daB sie 0,76mg P, 0, enthielten, d.h. also, daB sie innerhalb 
von 14 Tagen 6,8°, des Phosphors der Humussiure aufgenommen 
hatten. Wenn die hier beobachtete Phosphorsiiureaufnahme auch 
nur sehr gering erscheint und ihre Herkunft aus dem Nucleoproteid 
der Humussubstanz zwar sehr wahrscheinlich, aber doch als nicht 
ganz sicher erwiesen gelten kann, so lift doch die Tatsache der 
Entwicklung von Nucleobacter auf dem benutzten Humussiubstrat 
zweifelsohne den SchluB zu, daB Nucleobacter imstande ist, die in 
der Humussubstanz befindliche Phosphorsiiure zu verwerten. Diese 
Beobachtung liefert aber sicherlich einen wichtigen Hinweis fiir die 
Erklarung der Diingewirkung organischer Substanz bzw. fiir die Er- 
klirung der Fruchtbharkeit humoser Béden. 


Morphologie und Physiologie von Nucleobacter. 


Zur Charakterisierung unseres Nucleobacter 15, einer der sicher zahl- 
reich im Erdboden vorhandenen Nucleoproteid spaltenden Bakterienarten, 
mit welchem die wichtigsten Versuche ausgefiihrt worden sind, dienen neben 
der Nucleoproteidspaltung folgende Angaben: 

a) Morphologische Merkmale. Winzige Stabchen in GroBenordnung 
von Coli, im Jugendzustand beweglich, spiter unbeweglich. Die Bakterien 
bilden eine dicht zusammenhiangende ziithe Schleimmasse. 

b) Physiologische Merkmale; Gelatine wird verfliissigt, Milch wird 
koaguliert. Starke Reduktionswirkung, einerseits nachgewiesen durch Ent- 
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farbung von Lackmusfarbstoff, andererseits durch die kraftige Denitri 
fikation. 

Aus Zucker werden folgende Sauren gebildet: Kohlensiure, Ameisen- 
siure, Essigsiiure, nachgewiesen durch Wasserdampfdestillation und 
Charakterisierung der fliichtigen Saiuren qualitativ mittels des Ag-Salzes, 
bzw. mittels FeCl, und quantitativ mittels der Ba-Zahlen der mit Baryt 
neutralisierten und eingedampften Destillate: Die erste Fraktion ergab 
65,5°%, Ba, ein Wert, der zwischen den Ba-Zahlen von Bariumcarbonat 
(69,6°,) und Bariumformiat (59,05) liegt; die folgenden Fraktionen 
ergaben 53,3) baw. 53,5 bzw. 53,39, Ba, also ausschlieBlich Essigsiiure 
(53,7°,); ferner als nicht fliichtige Saiure Milchsiiure, nachgewiesen durch 
Ausiithern des Riickstandes der Wasserdampfdestillation und Charakteri- 
sierung der nicht fliichtigen Sauren qualitativ mittels U/felmanns Reagens, 
sowie quantitativ mittels der Ba-Zahl; es ergab sich 42,2 °, Ba (Ba-Laktat 
enthalt 43,56 °%, Ba). 

Zusammenjassend \iBt sich tiber die Krgebnisse unserer Unter- 
suchungen folgendes sagen: Durch die Titigkeit von Bodenbakterien 
— durch die Gattung Nucleobacter — erfaihrt das Nuclein im Boden 
wahrscheinlich eine rasche Umwandlung iiber Nucleinsiiure zu an- 
organischem Phosphat. Neben diesem biologischen ist fiir den Abbau 
des Nucleins im Boden noch ein chemischer Faktor von Bedeutung, bei 
Gegenwart von Kalk namlich entsteht ebenfalls aus Nuclein Nuclein- 
siure und aus Nucleinsiure Phosphorséure. In kalkreichen Béden 
weiden also wohl beide Faktoren nebeneinander in bezug auf die 
Nucleinspaltung eine Rolle spielen, in kalkarmen Béden findet ohne 
vorbereitende chemische AufschlieBung auf rein biologischem Wege die 
Umwandlung des Nucleins zu anorganischem Phosphat statt. Den 
Bakterien diirfte also eine wesentliche Rolle bei AufschlieBung des 
organisch gebundenen Phosphors im Boden und bei seiner Nutzbar- 
machung fiir die Pflanzenernihrung zukommen. 

Beziiglich der Bedeutung der Bakterien fiir den Phosphorhaus- 
halt des Bodens hat man bisher meist die Tatsache in den Vorder- 
grund gestellt, da sie durch ihre Saureproduktion (CO, und orga- 
nische Siuren) unldésliche anorganische Phosphate [Ca,(PO,)9| in 
Lésung bringen'), die in dieser Form leicht von dem Wurzelsystem 
der héheren Pflanzen aufgenommen werden kénnen. Stoklasa hat in 
seiner ausfiihrlichen Arbeit ,,Uber den biochemischen Kreislauf des 
Phosphations im Boden‘‘?) auch an einer Stelle den von uns unter- 
suchten Abbau organischer Phosphorverbindungen durch Bakterien 
mit beriicksichtigt und gefunden, da aus Nucleinen, Phosphatiden 
und Phytinen anorganische Phosphorsiure abgespalten wird. Kr 


1) Koch und Krober, Fiihlings landw. Zeitung 55, 255, 1906.; Benecke, 
Bau und Leben der Bakterien, 8. 571— 573; Léhnis, Handb. d. landw. Bakt. 
S. 698, 1910; Mitscherlich, Bodenkunde 1913, 8. 207. 

2) Zentralbl. f. Bakt. IT, 29, 385, 1911. 
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sieht aber die Bedeutung dieses aufgeschlossenen Phosphats haupt- 
sichlich darin, daB es Material liefert fiir die Ernihrung heterotropher 
Bakterien, wodurch im Boden ein lebbaftes Bakterienwachstum ein- 
setzt, so da simtliche bakteriologische Prozesse im Boden, z. B. 
die verschiedenen Stickstoffumsetzungen, besoiuders auch die Stick- 
stoffassimilation durch Azotobacter, ferner die Saurebildung und 
damit Léslichmachung anorganischer Phosphate gesteigert werden, 
und die vermehrte Phosphorgabe nur indirekt durch Verbesserung 
der allgemeinen bodenbakteriologischen Bedingungen auf die Er- 
nihrung der hoheren Pflanzen wirkt. 

In diesem Umfang wird nun nach unseren Untersuchungen diese 
Auffassung Stoklasas wohl nicht Geltung haben. Denn die Bakterien 
assimilieren lingst nicht simtlichen abgespaltenen Phosphor in ihren 
Leibern, Bakterium Coli legt nur etwa 10°,, Nucleobacter 15 68,5°, 
vom Gesamtphosphor fest, die itibrigen 90°, bzw. 32,5°%, bleiben als 
anorganisches Phosphat zur Verfiigung, und dieser Anteil kommt den 
Wurzeln der héheren Pflanzen zugute. Es wird tatsachlich immer 
eine Konkurrenz zwischen Bodenbakterien und héheren Pflanzen um 
den Phosphor im Boden stattfinden. Jedoch wird auch der in den 
Bakterien festgelegte Anteil der héheren Pflanze nun nicht dauernd 
entzogen werden; nach dem Absterben der Bakterien mu der 
gleiche Vorgang, die Spaltung ihres Zellnucleins, erfolgen, wie beim 
Absterben der Pflanzenreste. Es wird sich demnach ein Kreislauf 
des Phosphors herausbilden: Aufnahme von anorganischem Phosphat 
bei héheren Pflanzen und bei Bakterien, Aufbau zu Nucleoproteid, 
Abspaltung aus Nucleoproteid zu Phosphat, Wiederaufnahme dieses 
Phosphats usf. Wir kénnen einen solchen Phosphorkreislauf in Parallele 
setzen zu dem lingst bekannten Kreislauf des Stickstoffs im Boden: 
Aufnahme von anorganischen Stickstoffverbindungen durch die Pflanze, 
Umwandlung in Eiweifstickstoff in der lebenden Zelle, Ubergang in 
NH,-Stickstoff nach dem Absterben der Pflanze bei der Eiweib- 
faulnis und Wiederaufnahme des so mineralisierten Stickstoffs nach 
vorhergehender biologischer Oxydation zu Nitrat. DaB dieser 
Parallelismus zwischen Phosphor- und Stickstoffwechsel existieren 
diirfte, 14Bt sich a priori aus der Uberlegung folgern, da& Phosphor 
in Pflanzen und in Bakterien ein Baustein des Nucleoproteid- 
molekiils ist ebenso wie Stickstoff, und daB bei der Umwandlung 
dieses EiweiBmolekiils beide Elemente entsprechende Umwandlungen 
erfahren werden. 

Um die Wirkung der durch Bakterien aufgeschlossenen orga- 
nischen Phosphorverbindungen auf die Ernte zu priifen, sind seit 
1920 Vegetationsversuche mit Hefe als organischer Phosphordiingung 
bei uns im Gange. Die Phosphoranalysen der Ernten von den beiden 








94 A. Koch# u. A. Oelsner: 


ersten Jahrgiingen 1920 und 1921 zeigen eine gewisse Uberlegenheit 
der mit Nuclein gediingten Versuche in bezug auf Phosphor gegen- 
iiber den ungediingten, ja sogar gegeniiber den mit der gleichen 
Menge anorganischen Phosphats gediingten Versuchen. Die Ver- 
Offentlichung dieser langfristigen Versuche soll aber erst (und zwar 
in der landwirtschaftlichen Fachliteratur) erfolgen, wenn der Phosphor- 
gehalt der Ernte von 1922 analysiert worden ist, damit die oben 
erwihnte Nachwirkung des in den Bakterienleibern festgelegten 
Phosphors klarer zutage tritt. Ahnliche Versuche haben bereits 
1909 Aso und Yoshida‘) veréffentlicht tiber Diingung von durch 
7 Jahre ungediingtem humosen Lehmboden mit Lecithin, Phytin 
und Nuclein; sie nehmen an, daB die Pflanze diese organischen 
Phosphorverbindungen zu einem gewissen Grade unmittelbar auf- 
genommen habe. Auch Stoklasa gibt an, daB héhere Pflanzen orga- 
nische Phosphorverbindungen aufnehmen. Nach unserer Auffassung 
ist es wahrscheinlicher, da die Nucleoproteide zuniichst durch 
Bakterientitigkeit in die einfachen anorganischen Bausteine gespalten 
werden, und da die Pflanze dieses anorganische Phosphat aufge- 
nommen hat. 

Die biologische Betrachtungsweise erweitert also sicherlich unsere 
Kenntnisse itiber den Phosphorhaushalt des Bodens und sollte bei 
bodenkundlichen?) wie Diingungsfragen nicht auBer acht gelassen 
werden. Derjenige Anteil von Phosphorsiure, der sich im Boden 
in organischer Bindungsform findet, ist ebenso wenig wie der an- 
organische unldésliche Anteil wertloses Kapital. Er stellt eine dank 
der Bakterientitigkeit langsam aufschlieBbare Phosphorquelle dar. 
Vielleicht ist nach unseren Ergebnissen die SchluBfolgerung zu- 
lassig, daB die Unterschiede, welche verschiedene Béden in bezug 
auf Phosphordiingungsbedarf zeigen (unser Versuchsfeldboden zeigt 
z. B. bei vélligem Fortlassen von Phosphorgaben mehrere Jahre 
nacheinander keine Abnahme in der Ernte, wihrend andere Béden 
regelmaiBige Phosphorgaben verlangen), neben den _ bekannten 
chemischen Ursachen zum Teil auf das Vorhandensein oder Nicht- 
vorhandensein von Nucleobacter zuriickzufiihren sind, daB eben im 
ersten Falle die Zufuhr neuer Phosphormengen nicht nétig ist, da 
Nucleobacter die Phosphorreserven aufschlieBt und dem Boden lés- 
liche Phosphate zufiihrt, wihrend im letzteren Falle Nucleobacter 


7 


1) Journ. Coll. Agric. Tokio 1, 152, 1909. 

*) Adolf Meyer erwihnt in seiner Bodenkunde von 1914 noch gar nichts 
iiber die Bedeutung der Bodenbakterien fiir den Phosphorkreislauf, wahrend 
er dem N-, S- und Fe-Umsatz ein ganzes Kapitel widmet. Ebenso ist in der 
Ramannschen Bodenkunde von 1911 nichts dariiber gesagt. 
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in der betreffenden Bodenart fehlt. Die Priifung dieser hier er- 
wogenen Vermutung sowie eine noch gréBere Sicherstellung unserer 
bisherigen Befunde soll in einer besonderen Arbeit erfolgen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Phosphorbestimmungsmethode mittels Ammoniummolybdat 
in schwefel- oder salpetersaurer Lésung laBt sich anwenden zur 
Unterscheidung von organisch gebundenem Phosphor der Nuclein- 
siure und dem durch Abbau der Nucleinsiure entstandenen an- 
organischen Phosphor (Phosphation). 

2. Die Ultrafiltration durch das Zsigmondysche Membranfilter 
gestattet eine fiir die Analyse geniigend genaue quantitative Ab- 
trennung der Bakterienernte von ihrer Kulturfliissigkeit, wenigstens 
fiir Bakterien bis zur GréBenordnung von Coli, und halt auch vis- 
kose organische Bestandteile der Nahrlésung, welche bei Fillungs- 
reaktionen im Filtrat st6rend wirken, zuriick. 

3. Der in organischer Bindung befindliche Nucleoproteidphosphor 
der Zellkerne erfihrt im Boden durch die Tatigkeit von verschiedenen 
Bodenbakterien, denen in dieser Arbeit der Gattungsname Nucleo- 
bacter beigelegt worden ist, einen raschen Abbau zu anorganischem 
Phosphat. Dieses in Freiheit gesetzte Phosphat kommt zum Teil 
den héheren Pflanzen als Nihrstoff sofort zugute, ein anderer Teil 
wird in den Bakterienzellen selbst festgelegt, um aber nach deren 
Absterben spiiterhin ebenfalls den héheren Pflanzen in anorganischer 
Bindung zur Verfiigung zu stehen. Wir diirfen also mit ziemlicher 
Sicherheit von einer ErschlieBung des Phosphorkapitals im Acker- 
boden durch bestimmte Bodenbakterien sprechen. 

4. Neben dieser bakteriologischen Einwirkung spielt bei dem 
Nucleinabbau im Boden auch die Gegenwart von Kalk eine Rolle 
unter dessen Einflu8 aus Nuclein Nucleinsiure und anorganische 
Phosphorséure in Freiheit gesetzt werden. Die Anwesenheit von 
Kalk férdert ferner die Tatigkeit der Nuclein abbauenden Bakterien, 
indem er dem Boden die fiir die Bakterien giinstige alkalische 
Reaktion gibt. 

5. Die durch die Ernten friiherer Jahre in den Boden gelangen- 
den pflanzlichen Phosphorreste sind bei geeigneten bodenbakterio- 
logischen eventuell auch chemischen Bedingungen fiir die Ernihrung 
der neuen Pflanzen verwendbar, eine Feststeilung, welche vielleicht 
einen Beitrag zu liefern imstande ist zum Verstiandnis der noch nicht 
ganz geklarten landwirtschaftlichen Erfahrungen iiber die Verschieden- 
heit im Phosphorbedarf verschiedener Béden. 
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Anmerkung. Vorliegende Arbeit wurde auf Anregung meines am 22. Juni 
1922 verstorbenen Chefs, Herrn Professor Dr. Alfred Koch, im Jahre 1921 
begonnen. Sie erfuhr eine finanzielle Unterstiitzung seitens der Deutschen 
Landwirtschafts-Gesellschaft, und es ist mir daher eine angenehme Pflicht. 
auch an dieser Stelle unsern wiirmsten Dank hierfiir zum Ausdruck zu 
bringen. Der gréBere Teil der hier mitgeteilten Ergebnisse hat Herrn 
Professor Koch noch vorgelegen, die Beendigung der Untersuchungen, 
sowie das Herausarbeiten der SchluBfolgerungen blieben mir allein iiber- 
lassen, ebenso die Abfassung des Textes. Den Gattungsnamen Nucleo- 
bacter fiir die Nucleoproteid spaltenden Bakterien zu wihlen, habe ich 
in Analogie zu Azotobacter, Amylobacter, Betainobacter!) usw. fiir an- 
gezeigt erachtet. Alice Oelsner. 


') Koch und Oelsner,,-diese Zeitschr. 49, 139, 1919. 
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Uber Gelbildung in Chinin- und Eucupinlisungen. 
Von 
Peter Rona und Maki Takata. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. August 1922. 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wiahrend anfanglich den Kolloiden eine amorphe Zustandsform 
zugeschrieben worden ist, haben die neueren Untersuchungen, 
namentlich die von Debye und Scherrer, die kristallinische Natur 
der Gelmicellen vielfach erweisen kénnen und auch die Angaben eines 
stetigen Uberganges aus dem Gel- in den kristallinischen Zustand 
mehren sich. In dieser Hinsicht sei nur auf die physiologisch 
wichtigen Zustandsinderungen von Harnsdurelésungen hingewiesen, 
deren genaues Studium wir Schade‘) verdanken. 

Ein ganz besonders schénes Beispiel eines Gels einer unter 
gewohnlichen Verhiltnissen echten (molekularen) Lésung einer schén 
krista llisierten Verbindung: des Chinins und namentlich seines Derivates 
des Eucupins soll in fulgendem beschrieben werden 2). 

Werden, um zunichst einige orientierende Versuche wiederzugeben, 
1,5cecem einer 1 proz. Chininhydrochlor-Lésung im Reagenzglas mit 
3ccm eines Puffergemisches, bestehend aus '/,; mol. primarem und 
sekundirem Natriumphosphat 1:1, von pry 6,85 (elektrom.) bei 
Zimmertemperatur zusammengebracht, so bleibt die Lésung védllig 
klar. Nach einigen Minuten erstarrt sie jedoch zu einer steifen Gallerte. 
Nach 5 bis 10 Minuten treten erst vereinzelt, dann immer reichlicher 
feine nadelférmige Kristalle auf unter Verfliissigung des ganzen 
Gebildes. Variierte man die H’-Konzentration nur ganz wenig nach 


1) H. Schade und Boden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 347, 1913, dann 
vor allem H. Schade, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 1, 1922. Wher Beispiele 
von Gelen sonst kristallinischer Verbindungen vgl. H. Freundlich, Kapillar- 
chemie 2. Aufl., S. 982. 

2) Die Beobachtung, da Eucupinlésungen unter bestimmten Be- 
dingungen gelatinieren, hat zuerst Herr Takata gemacht. P. Rona. 

Biochemische Zeitschrift Band 134, 7 
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der saueren Seite, so blieb die Gelatinierung aus; bei py 6,41 und 
5,91 schieden sich noch einige wenige Kristalle aus, bei py 5,77, 5,58, 
5,19, 4,16, die mit Acetatgemischen hergestellt worden sind (je 3 cem 
zu leem der | proz. Chininhydrochlor-Lésung) blieb das System 
ganz fliissig ohne Kristallausscheidung. 

Wahrend wir beim Chinin unter bestimmten engbegrenzten Be- 
dingungen nur eine ganz voriibergehende Gallertbildung beobachten 
kénnen, liegen bei Eucupin!) die Verhiltnisse fiir eine Gallertbildung 
viel giinstiger und wir kénnen hier auch Gallerten von groBer Be- 
standigkeit herstellen. Dies zeigen die folgenden Vorversuche: 


1. Versuch. Zusammensetzung: 1lcem 1 proz. Eucupin. bihydrochl. 
+ 3ccem Puffergemisch. Zimmertemperatur (20°). 


Tabelle I. 








Nr. Puffer yf lone oe Beschaffenheit der Lésung 
1 pr.Phosph.1:sek.Phosph.9('/,mol.) 7,53 Kristallinische Ausflockg. 
, . Hs ‘. B nioecs 6,85 Feiner krist. Niederschlag 
or « a . See . Boer is a 5,91 a ” 
4 n-Essigsiure 1:n-Acetat9 .. . 5,58 Steife Gallerte 
5 s 2: = ea ee 5,19 » 
6 % 1: a ic. ric 5 4.63 Gallerte 
2. Versuch. Zusammensetzung wie oben. 
Tabelle II. 
Nr. Puffer eT Beschaffenheit der Losung 
1 pr. Phosph. 1 : sek. Phosph. 9 7,53 Ausflockung 
('/, mol.) 
2H » ' bv . 1 6,85 | Geringe Ausfiockung 
3 ” 9 Be Fe ul 4 6,70 S A 
4 = y +e . 2,5, 6,41 Feine Suspension 
5 ‘ ‘i re e ] 5,91 “ “s 
6 n Essigsture 1:n-Acetatl5. . . 5,77 Steife Gallerte 
7 : 1: | s - 
8 ‘. 2: = ay dn oa ; 
9 > : F Fe ie 463 || Halbfliissige Gallerte 


Eine Eucupingallerte (0,05 proz. Lésung von 
Eucupin. bihydrochlor.), die mehrere Wochen bestin- 
dig war und erst dann unter kristallinischer Aus- 
scheidung des Eucupins sich verfliissigte, zeigt Abb. 1. 

In folgendem sollen die Bedingungen der Gallert 
bildung niaher untersucht werden. 


1) Benutzt wurde stets das salzsaure Eucupin 
C,,H,,N,O,.2HCl + H,O. In den Versuchen gewohn- 
lich als ,,Eucupin‘: bezeichnet. 
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1. Was zunachst den EinfluB8 der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Gallertbildung anlangt, so zeigen die Versuche, da8 von einer 
héheren h an (etwa von py 4,5) die Gallertbildung ausbleibt. 


3. Versuch. Zusammensetzung: 3 cem 0,5 proz. Eucupiniésung -+- 3 cem 
Puffergemisch. 


Zimmertemperatur (21°). 


Tabelle ILI. 





Nr | Essigsaure: Acetat Py (elektro- 


(In) 


metrisch) 


| 


Erstarrt bald zu einer durchsichtigen steifen Gallerte, von 





I 1:15 nes \ schwacher Opaleszenz, die mit der Zeit zunimmt. 
2 1:9 5 58 Wie in 1 
3 2:8 5.19 Wie in 1 
4 4.63 Vollig klar und fliissig 
4. Versuch. Zusammensetzung: 3cem 0,5 proz. Eucupinlosung -+- 3 cem 
Puffergemisch. Zimmertemperatur (21°). 
Tabelle IV. 
Nr Essigsaure: Acetat P} (elektro- 
hed (ln) metrisch) 
a: 25:75 5.02 { Zuerst trib, dann Erstarrung zu einer steifen Gallerte, 
_—* oe | vom Aussehen einer Gelatinegallerte 
2 30:70 4,94 Wie in 1 
3 35:65 4,81 Wie in 1 
4 40: 60 4,74 Erstarrung zu einer Gallerte nach 12 Minuten 
5 45:55 4,68 Erstarrung zu einer Gallerte nach 20 Stunden 
6 50: 50 4,63 Wie in 5 
7 55:45 4,51 Ganz fliissig, klar 
5. Versuch. Zusammensetzung: 3cem 0,25 proz. Eucupinlésung 
+ 3cem Puffergemisch. Zimmertemperatur (24°). 


Tabelle V. 





Nr. || Essigsaure : Acetat 
(In 


1 1 

2 | 

3 

4 2.5 
5 3 

6 3,5 
7 4 


Pr (elektro: 


metrisch) 


5.19 
5,02 
4,94 
4.81 
4.74 


Erstarrung nach 2 Minuten zu einer halbdurchsichtigen, 
steifen Gallerte, mit deutlicher Opaleszenz 
Nach 2 Minuten kolloidale Klumpen; nach 5 Minuten 
steife Gallerte 
Nach 10 Minuten kolloidale Klumpen; nach 20 Minuten 
glasige Erstarrung 
Ganz flissig, klar 
Wie in 4 
_s 
“oe 


Den Einflu8 des Anions auf die Gallertbildung des Eucupins 
zeigt auch der folgende Versuch deutlich. 


6. Versuch. Zusammensetzung: In Reihe A: 3 cem 0,25 proz. Eucupin- 
lésung + 3cem Phosphatgemisch; in Reihe B: 3 cem 0,25 proz. Eucupin- 
lésung + 3cem Acetatgemisch. Zimmertemperatur (21°). 
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Tabelle VI. 





A 


Phosphat 1/3 m Pu 
prim. : sek. (elektrometrisch) 


: 12 ay Fliissig, getriibt 
: 90 Oe Mf s 

: 50 {| : 

: 40 

: 25 


: 10 5,! _ opalesziert 


te who = 


a) 





Puffer 


lek led h 
: , ekt etrisc 
-Acetat n/10 Essigsaure Wasser ey 


50 50 7,59 || Gallerte 
50 49 7,08 } 

50 2,¢ 47,5 6,80 

50 45 6,53 


Wie man sieht, ist bei gleichem py nur bei dem Acetat, nicht 
aber beim Phosphatgemisch die Gallertbildung zu beobachten, 

Auch die Konzentration der EKucupinlésung ist von KinfluB auf 
die Gallertbildung, wie dies aus den folgenden zwei Tabellen er- 
sichtlich ist. 


7. Versuch. Zusammensetzung: 3 ccm Eucupinlosung von veriierter 
Konzentration + 3cem Acetatgemisch. Nach 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur. 


Tabelle VII. 





i Essigsaure | 
N n/10 | Py 
‘Nt. || NasAcetat || elektrom. | a 
in | | 0,025 0,040 0,062 0,10 0,16 0,25 


I Konzentration des Eucupin. bihydrochl. in der Mischung %g 


6,49 
6,29 
6,15 
5,90 
5.71 x | +4 shal 
5,54 _ i. as oh 


Zeichenerklarung: — keine Gelatinierung; x glasig-gallertige Klumpen, 
sonst fliissig; + Gelatinierung. 


8. Versuch. Zusammensetzung: 3 ccm Eucupinlésung von variierter 
Konzentration + 3ccem Acetatgemisch. Nach 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur. 














Gelbildung in Chinin- u. Eucupinlésungen. 101 


Tabelle VIII. 





es “0M ry Keazentration.des Eucupin. bihydrochl. in der Mischung ° 
Nr. || Na Acetat || elektrom. 7 : 
| In 0,025 0,040 0,062 0,10 0,16 0,25 
! RED 5,58 
2 2:8 5.19 . teres age 
5 acd 4,94 Ld 3 
+ 4:6 4,74 r 
5 56:5 4.63 
6 6:4 4.40 


Die Gelbildung trat erst bei 0,10°/, Eucupin. bihydrochl. auf. Je 
hoher die Konzentration war, bei desto hheren H’-Ionenkonzentrationen 
war die Gelbildung noch zu beobachten. (Vgl. hierzu Abb. 2, S. 102.) 3 

2. Betrachten wir nun die zeitlichen Verhaltnisse des Vorgangs, 
so hingt der Zeitpunkt des Auftretens der Gelatinierung (Erstarrungs- 
punkt), von der Herstellung der Mischung gerechnet, sowohl von der 
H’-Ionenkonzentration als von der Konzentration an Eucupin und an 
Puffer im System ab. Als Erstarrungspunkt wurde derjenige Zeit- 
punkt bezeichnet, bei dem kein AbflieBen des Inhaltes beim Um- 
kehren des Glases mehr stattfindet. Beobachtet wurde bei Zimmer- 
temperatur (21°). 








Die folgenden drei Versuchsreihen zeigen den LEinfluB der 
H’-[onenkonzentration auf den Erstarrungspunkt. a 
9. Versuch. 3ccm 0,2 proz. Eucupinlésung + 3cem Acetatlésung. ; 
i 
Tabelle IX. 
1 2 3 4 jt 
n/1Natriumacetat......... £5 50 50 50 
n/10 Essigsiure .......... 1 2,5 5 
Destilliertes Wasser... ..... 50 49 47,5 45 
py (elektrometrisch). ....... 7,59 7,08 6,80 6,53 i, 
Erstarrungszeit in Minuten ... . 23 13 11 12 3 
10. Versuch. Zusammensetzung wie im 9. Versuch. 7 
a 
i 
Tabelle X. : 
1 2 3 4 5 6 7 5 : 


n 1 Essigsaure 
:n/l Natriumacetat . | 1:9 (1,5:8,5) 2:8 (2,5:7,5 3:7 |3,5.6,5) 4:6 45:55 
py (elektrometrisch) . 5.58 5 19 502 4,94 481 4,74 |) 4,68 
Erstarrungszt. {Probe 1 14 29 42 152-590 900 sehr lange fliissig 
inSekunden| ,, 2:14 10 39 159 495 1500 gt ke - 


nw 
w 
wt 


11. Versuch. Zusammensetzung wie im 10. Versuch, nur die Eueupin- 
lésung 0,3 proz. 
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Tabelle XI. 





n 1 Natriumacetat 

n/10 Essigsaure . ‘ 
Destilliertes Wasser . 
py (elektrometrisch) 


Erstarrungszeit in Minuten . 


Schon aus diesem letzten Versuch ist der KinfluB der Eucupin- 
konzentration (neben dem der h) ersichtlich. 


ecm 50 
ecm ] 
49 
7 

40 


2 3 
50 50 
2.5 5 
47,5 45 
8 6.80 6.53 
31 36 





Noch deutlicher ist 


dies in den folgenden Versuchsreihen ersichtlich. 
12. Versuch. Zusammensetzung: 3 cem Eucupinléung + 3 cem Puffer- 


losung. 





Zimmertemperatur (20°). 


Abb. 2. 


Tabelle XII. 











n/1 Natriumacetat 
n/10 Essigsaure . 


Destilliertes Wasser 


py (elektrometisch) . 


Konzentration 0.5 
des Eucupins 025 
in d. Mischungen 0 1 | 
0 
0 ’ 


Erhéhung der H’-Ionenkonzentration erniedrigt die Erstarrungs- 
zeit (in den beobachteten Grenzen py 6,5 bis 6,0, vgl. bes. Tab. XITI 
u. XIV); bei niedriger A (z. B. py 7,08) ist die Gallertbildung ver- 
Der Einflu8 der Eucupinkonzentration ist (iiber 0,1°%) um 
py 6,5 nur wenig bemerkbar, wahrend iiber 6,8 die Erhéhung der 


langsamt. 


cem 50 
50 
7,59 
Erstarrungs- 114 
zeit 143 
in Sekunden 300 


2 mae 4 

50 50 50 

1 2,5 5 

49 47,5 45 
7,08 6,80 653 

105 96 93 

120 97 83 

780 720 660 

















Gelbildung in Chinin- u. Eucupinlésungen. 103 


Gerinnungszeit mit zunehmender Verdiinnung an Eucupin deutlich 
wachst (vgl. Tab. XII). 
13. Versuch. Zusammensetzung: 3ccem Eucupinlésung + 3 cem 


Pufferlésung. 
Tabelle XIII. 





l 2 3 4 

n/10 Essigsiure:n/] Acetat .. . 5: 9,5 1:9 1,5:8,5 | 2,.5:7,5 
py (elektrometrisch) ..... . 6,80 6,49 6,29 6,03 

Konzentration 05 E | 49 35 33 33 

des Eucupins 0) 25 — 52 33 29 27 
in der Mischung 0,10 | as aa 66 op 39 30 23 

0 0.063 Nach 2 Std. 
’ erstarrt 


14. Versuch. Versuchsanordnung wie im 13. Versuch. 


Tabelle XIV. 














1 2 3 4 

n/10Essigs. : n/lAcetat 5: 95 1:9 1,5:8,5 2,5: 7,5 

py (elektrometrisch) . 6,80 6,49 6,29 6,03 
“ 0,50 )¢% 56++++ | 51++++ | 49++++ | 58+++4+4 
3 0,45 a 59 4 Tt 50 +++- 47 ++-+- 49 +++ + 
S52 040 [a 59+4+++4+ 504++++4 464444 474+4++44 
Bex 0,35 |< 64 +++) 51 +++/ 45 +4+4/4 +44 
eee 0,30 3 66 +++ |) 50 +++) 42 ++4+4/| 35 ++ 
232 0,25 =} 7) +++) 52 + 39 ++ | 36 + 
Zaz 0,20 é 87 ++ | 51 ++ | 39 +-| 30 A 
3 0,15 s | 121 | | 54 /A\ | 39 /A 136 O 
0,10 J} £ ' 440 © 600 O 720 © 600* O 


+ Bedeutet den Eintritt der Gelatinierung mit vcrausgehender starker 
Triibung. /\ Eintritt der Gelatinierung mit vorausgehender geringer 
Triibung. © Eintritt der Gelatinierung nach vorausgehender glasiger 
Klumpenbildung. * Nach 2 Stunden noch fliissig. Nach Erwarmen und 
nachherigem Erkaltenlassen tritt die Gelatinierung nach 10 Minuten wieder 
auf. Wasserklar. 

AuBerdem beeinfluBt auch die Pufferkonzentration die Er- 
starrungszeit, wie dies die folgenden Versuche zeigen. 

15. Versuch. Zusammensetzung: 2 ccm | proz. Eucupinlésung + 2 ccm 
Puffer. 5 Teile n/10 Essigsiiture, 95 Teile n Natriumacetat. py 6,8. 
Zimmertemperatur (20°). 

Tabelle XV. 





Puffer | Erstarrunzszeit in Sekunden 
Dest. Wasser | || Gelatinierung 
Md ie | Probe 1 Probe 2 Mittelwert || 
ecm ccm | {| 
2 | ~ 44 46 ed +44 
1,5 0,5 58 59 49 +++ 
1,0 1,0 120 126 123 ++ 
05 15 420 440 430 A 
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Je niedriger die Pufferkonzentration, desto linger werden die 
Gerinnungszeiten. 


Deutlich geht dies auch aus den folgenden Versuchen hervor. 


16. Versuch. Zusammensetzung wie oben. Acetatgemisch von Py, 6,5. 20°. 


Tabelle XVI. 





Puffer | Erstarrungszeit in Sekunden | 
Dest. Wasser | | Gelatinierung 
éiiies jam | Probe 1 Probe 2 Mittelwert | 
2,0 — 39 42 41 crt 
1,5 0,5 56 55 56 4 
1,0 1,0 113 122 118 +--+ 
0,5 1,5 180 180 180 A 
17. Versuch. Zusammensetzung wie oben. Acetatgemisch von 


Py 6,3. (20°). 
Tabelle XVII. 








Puffer | Erstarrungszeit in Sekunden j 

| Dest. Wasser l : | Gelatinierung 
com coi | Probe 1 Probe 2 Mittelwert 
2,0 | — i 40 40 40 t + + 
ee eee bape B4 aoe 444 
eh ae es 119 lll | } 4 
05 | 15 | 660 660 660 \ 


18. Versuch. Zusammensetzung wie oben. Acetatgemisch von 
Pu 6,0. (20°). 
Tabelle XVIII. 





Puffer Erstarrungszcit in Sekunden | 
l || Gallertbildung 
Dest. eiapmed | Probe 1 Mebe 2 siete | allertbildung 
ccm ccm i | 
20 oh | 39 38 woe Gee 
1,5 0,5 53 53 m4 = 
1,0 1,0 | 118 113 115 
0,5 a 1260 1260 115 


Zeichenerklarung fiir die Versuche 15 bis 18: -+ bedeutet Eintritt der 
Gelatinierung mit vorausgehender starker Triibung. /\ Eintritt der Gela- 
tinierung nach vorausgehender geringer Triibung. x Eintritt der Gelati- 
nierung mit vorausgehender glasiger _Klumpenbildung. 


3. Der Vorgang der Gelatinierung wurde ferner durch Messung der 
Viskositatszunahme der Eucupinlésung, der Oberflichenspannungs- 
anderung und durch Leitfahigkeitsmessungen weiter verfolgt. 

Die Viskositatszunahme wahrend der Gelatinierung konnte bei 
geeigneter Versuchsanordnung gut beobachtet werden. (Verwendet 
wurde das Ostwaldsche Viskosimeter). 
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19. Versuch. 


gemisch von p,, 4,94. 
71 Sekunden. 





Gleiche Teile 0,32 proz. Eucupinlésung und Acetat- 
Temperatur des Wasserbades 19,5°. 


Tabelle XIX. 





Zeit d. Messung 
Beginn 11h 20° 


1}h 21’ 
11 23 
11 26 
11 45 


20. Versuch. 


Wasserwert 71”, 
0,122 proz. Eucupinlésung 69,7”. 


Tabelle XX. 


Sekunden Relative Viskositat 


80 
107,5 

oe 

one 


Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,25 proz. 
Temperatur des Wasserbades 91,5". 


losung und Acetatpuffer (von p,, 6,49). 
Wert fiir zweifach verdiinnten Puffer 80”, 


ew 











= | 

a2 | § 

om | ~~ 

KE 

Sa | 3 

se | 

11h 52’ 80 

1] 56) 815 
11 58) 82 

12 02 83 

12 05) 84 

12 07) 85 

12 09} 86 

12 19| 883 
12 22) 90,4 
12 25) 95 

12 29) 96 


Der Verlauf der Viskositatsinderung ist in der Abb. 3 graphisch 


dargestellt. Die Viskositat wichst zunichst mit der Zeit maBig, um 


Relative 
Viskositat 


1,00 
1,02 
1,03 
1,04 
1,05 
1,06 


1,08 


1,10 
1,13 


| 1,19 
| 3,20 


Beschaffenheit 
der Lésung 


Klar, fliissig 


” 


Auftreten glas. Schollen 


mit dem sichtbaren Beginn der 
zallertbildung mit einem mehr 
oder weniger ausgesprochenen 
Knick steil in die Héhe zu gehen; 
dann steigt die Viskositaét bis 
zur vollstaindigen Gelatinierung 
wieder weniger steil an. 

EineA bnahme derOberflichen- 
spannungserniedrigung wahrend 
der gelatindsen Umwandlung der 
Eucupinlésung ist angedeutet. 
Gemessen wurde im T'raubeschen 
Stalagmometer. 





Beschaffenheit d. Losung 


Wenig triib, fliissig 


Zeit d. Messung 
Sekunden 
Relative 
Viskositat 


S 


i mm to te be 
St G9 BS = Go oS 


ey 
v 
S 


Jie Messung ist weiter 
nicht durchfubrbar 
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21. Versuch, Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,125 proz. Eucupin- 
losung und Acetatpuffer (von p,, 6,49). Zimmertemperatur (21°). 


Tabelle XX 1. 


Probe | |  eobe B 





Zeit d. Messung | = Zeit d. Messun ad wn : 
Beginn 11h 50°” | Lropfenzahi | Begin 11h “5° lropfenzahl 


11h 50’ 32,8 Ih 45! 31,1 
1] 54 30,9 1 49 31,0 
ll 58 30,8 1 53 30,4 
12 02 30,4 1 57 30,5 
12 06 30,1 2 01 30,8 
12 10 29,8 2 05 30,0 
12 14 29,2 2 09 30,0 
12 20 29,1 2 13 29,8 
12 24 28,8 2 17 29,3 
12 28 28,7 2 21 29,6 
12 32 28,7 2 25 28,7 
12 34 28,3 ] 2 29 28,2 
12 40 28,0 | 2 33 28,3 
12 44 27,6 | 2 37 27,2 
12 48 31,2 4 

12 52 27,2 || 


Bereits Arrhenius') wies darauf hin, daB die Leit/ahigkeit eines 
salzhaltigen Gelatinesols sich nicht andert, wenn das Sol zu Gel er- 
starrt Dies konnten wir auch fiir unser Gemisch feststellen. (Vgl. 
Versuche 22 u. 23. Tab. XXII u. XXIII.) 

22. Versuch. Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,32 proz. Eucupin- 


lésung und Acetatgemisch (n/1 p,, 5,06) Temperatur 19,0°. Erste Messung 
25 Minuten nach Herstellung des Gemisches. 


Tabelle XXII. 





Zeit Widerstand Zeit | Widerstand | 

Ohm | Ohm 
10h 51’ 23,56 ~ 12h 11’ | 2390) gazes. 
11 01 23,56 _ 12 21 23,90| ~&S535 
11 00 23,56 — 12 31 23,90] 3.2% & 
ll 21 23,56 sees 12 41 | 23,90} SS8i5, 
ll 31 23,78 12 51 23,90] SERsgs 
ll 41 23,78 on 1 01 23,90] [She 9 
ll 51 23,78 ea 1 ul 23,90] g2ee2° 
12 Ol 23,78 Feste Gallerte 





Die Bildung der Gallerte und deren Verfliissigung sind reversible 
Vorgiinge. Wird eine opake Eucupingallerte durch Erwirmen ver- 
flissigt, so wird sie vdéllig klar; sie erstarrt dann wieder meist zu 
einer viel durchsichtigeren Gallerte, wie die vorige war. 

Das Eucupingel, das einem gewéhnlichen Gelatinegel so tauschend 
ihnlich ist, kann auch zur Darstellung der Liesegangschen Ringe 


1) Zitiert nach Freundlich, |. c., 8. 973. 











in. 
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benutzt werden, Setzt man 3 ccm 0,5 proz. Eucupinlésung und 3 cem 
Acetatgemisch (2 Teile n-Essigsiure, 8 Teile n-Natriumacetat) mit 
geringen Mengen Kaliumbichromat (etwa 0,1 proz.) in einem Reagenz- 
glas zusammen und iiberschichtet das vollkommen erstarrte Gel mit 
einer Silbernitratlésung, so kann man am nichsten Tage schon aus- 
gehildete Ringe vom Silberchromat erhalten. 

23. Versuch. Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,32 proz. Eucupin- 
lésung und Acetatgemisch (n/1] py, 5,36). 


Tabelle XXIII. 





Widerstand 


Zeit 
Obm 
10h 38! 21,9 
10 41 22.05 
10 43 22,2 Feste Gallerte 
10 54 23.2 \ Wird das Gel wieder verfliissigt und von neuem bis zur Gela: 
il oO 22 05 | tinierung gemessen, erhalt man die gleichen Werte. 


Die optische Untersuchung des Gelatinierungsvorganges wird aus- 
fiihrlich an einer anderen Stelle erfolgen. Hier seien nur einige Angaben 
gemacht. Wird das Eucupingel bei schwacher VergroSerung und enger 
Blende betrachtet, so sieht man iiber das ganze Gesichtsfeld verteilt lange, 
schmale, schwach konturierte, an den Enden leicht bogenformig zugespitzte 
Gebilde. Schiittelt man das Gel heftig, so wird es unter Schaumbildung 
fliissig und flockt aus. Im mikroskopischen Bild sieht man dann zahlreiche 
deutlich konturierte, mehr oder weniger kreisférmig begrenzte (tropfige) 
Gebilde. Sie sind oft von nur schwach sichtbaren gelben Flecken umgeben, 
die optisch zu feinen Kristallen aufgelést werden kénnen. Auch beim Ver- 
mischen der Eucupinlésung mit Acetatgemisch sieht man hiufig bei ge- 
eigneten Versuchsbedingungen eine feintropfige Ausscheidung des Eucupins. 
Die anfangs lebhafte Bewegung dieser Trépfchen bei mikroskopischer Be- 
trachtung wird bald triage und hért auf; schlieBlich verschwinden die 
Kiigelechen, und das Gesichtsfeld wird optisch leer. 


Zusammenfassung. 
Es wird ein Chinin- und Eucupingel beschrieben und die Be- 
dingungen fiir das Entstehen des gelatindsen Zustandes dieser Ver- 
bindungen werden untersucht. 








Uber 
die Wirkung des Chinins und des Atoxyls auf Pankreaslipase. 
Von 
P. Rona und R. Pavlovic. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


( Eingegangen am 14. August 1922.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Versuchsreihe ist gefunden worden, daB die 
Leberlipase und die Blutlipase gegen Chinin sich ganz verschieden 
yerhalten!). Lipase im menschlichen Serum ist sehr empfindlich gegen 
Chinin, bereits 0,01 mg Chinin hydrochl. (in 50 com Gesamtvolumen) 
wirken hemmend auf das Ferment. Die Lipase aus der (menschlichen) 
Leber ist hingegen selbst gegen 10 mg Chinin (unter denselben Be- 
dingungen) vollkommen unempfindlich. Dieser Befund ist insofern 
von allgemeiner Bedeutung, da es so auf dem Wege der ,,Giftanalyse** 
méglich war, so gleichartig wirkende Fermente zu trennen, die bloB 
auf Grund der Art und Weise ihrer fermentativen Wirkung kaum 
voneinander zu unterscheiden gewesen wiren. Ferner ist diese Be- 
obachtung auch praktisch fiir die klinische Diagnostik verwendbar, 
da auch Gemische beider Fermente auf ihren Gehalt an den einzelnen 
Fermentarten mittels des Chinins quantitativ analysiert werden 
kénnen, und so z. B. das Vorkommen von Leberlipase im Blut, etwa 
bei Zugrundegehen von Lebergewebe exakt nachweisbar wird’). Es 
war daher naheliegend, noch weitere Untersuchungen anzustellen, 
wie die Lipasen anderer Organe sich gegen verschiedene ,,Gifte“ 
verhalten, um zu versuchen, ob nicht auf diesem Wege gewisser- 
maBen eine ,,Fermenttopographie“, eine Feststellung der Herkunft 
der einzelnen Fermentarten in einem Gemisch von Fermenten, all- 
mahlich auszuarbeiten wire. In der vorliegenden Arbeit ist die 
Lipase der Pankreasdriise, in der niachstfolgenden die Magenlipase 
einer Untersuchung in der erwihnten Richtung unterzogen worden. 


1) Diese Zeitschrift 180, 225 (1922). 
*) Vgl. hierzu P. Rona, H. Petow, H. Schreiber, Klin. Wochenschr. 1, 
2366, 1922. 
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Wir arbeiteten einmal mit dem wisserigen Organextrakt, dann mit 
dem Sekret aus einer Pankreasfistel, die an einem Hunde angelegt worden 
ist!), Hiervon wurden meist Verdiinnungen 1: 100 angewendet. Zur 
Darstellung des Organextraktes wurde die ganze Pankreasdriise einer 
mdglichst frischen Leiche zerkleinert, in der Fleischmiihle fein gemahlen, 
der Brei mit etwa 150 cem physiologischer Kochsalzlésung eine halbe Stunde 
geschiittelt, dann zentrifugiert und filtriert, und die milchige Fliissigkeit 
mit Toluol versetzt aufbewahrt. Der so gewonnene Extrakt hat eine sehr 
starke Wirksamkeit (verwertet wurde eine Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser 1: 300bis 1: 400), die bis sechs Wochen unverandert bleibt; erst 
nach dieser Zeit sinkt sie allmiahnch ab. In verdiinnterem Zustande verliert 
das Ferment jedoch schon in 6 bis 7 Tagen seine Wirkung. 

1. Vorversuche haben ergeben, da®8 der optimale p,, der Lipase (ge- 
messen an der Spaltung von Tributyrin) sowohl im Pankreasextrakt als 
im Sekret, das aus der Pankreasfistel gewonnen worden ist, bei 6,95 bis 
8,0 liegt. Bei héheren H’-Ionenkonzentrationen nimmt die tributyrin- 
spaltende Wirkung immer mehr ab und hort etwa bei p, 3,7 auf. Im 
alkalischen Bereiche von etwa p,, 8,50 ist die Wirkung auch schwicher. — 
Der Spaltungsvorgang verliuft nach der monomolekularen Reaktion. Die 
Zeiten gleichen Umsatzes verhalten sich umgekehrt wie die Fermentmengen. 

Einige Versuchsergebnisse iiber diese Verhiiltnisse sind in folgendem 
mitgeteilt. 

Im 1. Versuch (Pankreassaft vom Hund) wurden folgende Geschwindig- 
keitskonstanten bei den verschiedenen p, gefunden. 


Tabelle I. 





oa. ca, | oe oe) oo Tt 7,78 8.50 
| ee ce 0 0 0.007 37 0.012 18 0,015 13 0012 44 


Im 2. Versuch (Pankreasorganextrakt, Mensch) findet man dieselben 


Verhialtnisse. 
Tabelle II. 





3,38 4,94 5,56 6.95 7,42 8,01 9,89 





ae teere 
ee aloe 0 0,004 92 0.00746 0.02247 0.02672 0,038 17) 0.0237 
Im 3. Versuch (Pankreasorganextrakt, Hund) wurde gefunden: 
Tabelle III. 
late hee arany eae 3,74 5.33 7,78 8.0] 8.50 
Be ee 0 0.004 92 0,014 22 0.014 08 0.010 47 


Verhielten sich (im 4. Versuch Pankreasextrakt, Mensch p,, 7,64) die 
Fermentkonzentrationen wie 1: 1%: '/,, 80 wurden fiir die Geschwindigkeits- 
konstanten gefunden bzw. 0,01411, 0,00716, 0,004 33. 

Verhielten sich (im 5. Versuch Pankreassaft, Hund p,,; 7,52) die Ferment- 
konzentrationen wie 4: 2:1: 1%, so wurden fir die Geschwindigkeits- 
konstanten gefunden bzw. 0,04523, 0,02181, 0,01461, 0,007 31. 


1) Fiir die Ausfiihrung der Operation sind wir den Herren Prof. Bickel 
und Dr. van Eweyk zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 
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Verhielten sich (im 6. Versuch Pankreasextrakt, Mensch p,, 7,82) die 
Fermentkonzentrationen wie 1: 4%: '/,, so wurden fiir die Geschwindigkeits- 
konstanten gefunden bzw. 0,01227, 0,00573, 0,00298. In einem anderen 
ebenso angelegten Versuch waren die betreffenden Konstanten 0,01231, 
0,005 96, 0,003 36. 

Erwarmen der Fermentlésung | Stunde auf 55° schwiicht die Wirkung 
hedeutend ab, kurz dauerndes Aufkochen vernichtet sie ganz. So wurde 
in einem Versuch (p,,; 7,68) mit k = 0,02281 nach einstiindigem Erwarmen 
auf 55° k = 0,00730 gefunden, nach dem Aufkochen war keine Spaltung 
mehr zu beobachten. 

2. Bemerkenswert ist die Tatsache, da8 die Pankreaslipase im Gegen- 
satz zu der Leber- und Serumlipase gegen F Na nur sehr wenig empfind- 
lich ist. 

So wurde im 7. Versuch (py 7,86) Pankreasextrakt (Mensch) einmal 
mit, einmal ohne F Na auf Tributyrin einwirken gelassen. Die angewandte 
F Na-Menge betrug in diesen wie in den folgenden Versuchen etwa 60 mg 
in 50cem Gesamtvolumen. Die Geschwindigkeitskonstante war ohne F Na 
0,05977, mit FNa 0,051¢8. — In einem gleich angelegten Versuch wurde 
yvefunden ohne FNa k = 0,09118, mit FNa 0,06009. 

Im 8. Versuch (p,, 7,71) wirkten gleiche Mengen F Na einmal auf Leber- 
lipase, dann auf Pankreaslipase (Organextrakt, Mensch). Wahrend die 
Wirksamkeit der Leberlipase (k ohne FNa = 0,0861) vollkommen ver- 

o% nichtet war, sank sie bei der Pankreaslipase 
100; 35% (k ohne FNa = 0,04356, mit FNa 
90 





7) 0,0286). 

Deutlich sind die Verhaltnisse auch 
aus der nebenstehenden Abb. 1 ersichtlich. 

9. Versuch (Abb. 1) py 7,83. I. Pan- 
kreasextrakt (Mensch) ohne F Na (k= 0,3790). 
II. mit FNa (k = 0,0259). Hemmung 
31,5%. IIL. Leberextrakt (Hund) ohne F Na 
(k = 0,0316). IV. mit FNa totale Hem- 
mung. 

Es liegt somit ein verschiedenes Ver- 
halten der Leber- und Serumlipase einer- 
seits und der Pankreaslipase andererseits 
vor, was zur Trennung dieser Ferment- 
arten in Gemischen herangezogen werden 
kann. 

3. Betrachten wir nun die Wirkung 
des Chinins (angewendet wurde stets 
50’ Chinin hydrochloricum, in den Versuchen 

Abb. 1. einfach als ,,Chinin‘’ bezeichnet) auf die 
Pankreaslipase, so zeigt es sich, daB diese so verliuft wie bei der 
Invertase und der Serumlipase. Die Hemmung unter dem Einflub 
dieser Verbindung ist betrachtlich. Tragt man auf der Abszisse den 
Logarithmus der Giftkonzentration, auf der Ordinate den Logarithmus 
der Hemmungen auf, so erhalt man eine gerade Linie. 
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Dies zeigen folgende Versuche. Die Anordnung war stets: 1 cem Ferment 
und lcem Gift (bzw. physiologischer Kochsalzlésung) 1 Stunde stehen 
gelassen, dann 3 ccm Regulator (Phosphatgemisch) und 50 ccm gesattigte 
wisserige Tributyrinlésung. 


10. Versuch. 


(Tabelle IV 


, Abb. 2.) Pankreassaft (Hund) py 6,95. 


Tabelle IV. 





Chinin 


Relative 


mg in 55ccm | Giftkonzentration 


> 


Hemmung 


0! 
( 











igh > 


























log c¢— 
Abb. 2. 


11. Versuch. 
































(Tabelle V, Abb. 3.) 


Tabelle V. 


Organextrakt (Mensch) py 7, 


0 0.007 66 0 
1,25 l 0,006 07 20,75 
2,50 2 0.004 71 38.51 
5,0 4 0,003 37 56.02 
100 8 100 
% 
100 ao 
: 90 + 4 + 
80 + 
7 ee 
: 60 a 
sciaaaee inal 50 + 
40 40 + + + 
/og bKTc—r 
Aob. 3 30 oT 
dS 
S$ zo}-—1— | 
& 
S 
x 10 }- + + .e 
Fe Tr 
mg Chinin —> 
Abb. 4. 
x 
x | + 
x vA a 
Sy x 
Ss 
ie 3  . 
lgc—> og¢—> 
Abb. 5. Abb. 6. 
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Chinin 
mg in 55 ccm 


0 
0,62 
1,25 
2,5 
5,0 
10,0 


Relative 


| Giftkonzentration 
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> BD wm bo 
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0,010 84 
0,007 80 
0,006 72 
0.005 23 
| 0,003 16 
| 0,001 88 


Hemmung 


0 0 


0 
28,0 
38,0 
51,75 
70,85 
82,66 
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12. Versuch. (Tabelle VI, Abb. 4und 5.) Organextrakt (Mensch) p,, 7,82. 
Tabelle VI. 





} Chini ive | Hemmung 
Me. mg 4 PO no ko | k Oy 4 
| 

1 0 ~ 0,012 27 0 

2 0,62 ] | 0,005 57 54,61 
3 1,25 2 | 0,003 84 68,70 
4 2,5 4 | 0,002 16 82,40 
5 5,0 8 0 | 100 


13. Versuch. (Tabelle VII, Abb. 6.) Organextrakt (Mensch) p,, 7,82. 





Tabelle VII. 
NI Chini | Relative 4 Hemmung 
on mg in ten Giftmenge k Ol, ' 
] 0 0 0,012 31 0 
2 0,62 1 0,006 39 48,09 
3 1,25 2 0,004 96 58,34 
4 2,5 4 0,003 82 68,80 
5 5,0 8 0,001 76 85,70 


Setzen wir die GréBe der Hemmung des Chinins auf die Pankreas- 
lipase den vom Ferment aufgenommenen (adsorbierten) Chininmengen 
proportional, die gegen die in der Lésung vorhandenen Chininmengen 
als klein angesehen werden kénnen, so liegt in den Kurven eine 
Adsorptionsisotherme vor, und wir hiatten es bei der Vergiftung, 
wenigstens in ihrem ersten Stadium, mit einem AdsorptionsprozeB 
zu tun. Dieser geht aber nicht momentan vor sich. Wie die 
folgenden Versuche zeigen, steigt die Hemmung der Fermentwirkung 
mit der Zeit an und erreicht erst allmahlich ihre volle Héhe. 

14. Versuch. Organextrakt (Mensch) p,, 7,40. a) ohne Gift, sonst iiberall 
10 mg Chinin in 55 cem Gesamtvolumen. 7 


Tabelle VIII. 





a b c d | e f | g 
Zeit ...|| — | sofort |nach 18| 37 | 45 | 60 120° 
k. . . . . 0,026 41 0,016 17} 0,010 35 | 0,008 47 | 0,007 47 | 0,007 15 | 0,004 79 


15. Versuch. Organextrakt (Mensch) p, 7,40. a) ohne Gift, sonst 
iiberall 10 mg Chinin in 55 cem Gesamtvolumen. 





Tabelle IX. 
a ees ae iy ie Sas Sar" 
Zeit ...|/) — sofort nach 15’| 30’ 45° | 60 120’ 
k. . . . . |0,008 76 0,006 76) 0,0050 | 0,004 40 | 0,004 10 0,003 46 | 0,002 53 
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Vergleicht man nun die Adsorptionsisothermen nach ein- und 
nach zweistiindiger Giftwirkung, sc findet man, daB die Art der 
Adsorption sich nicht geaéndert hat, der Exponent in der Adsorptions- 
formel nach Freundlich ist derselbe geblieben: die Kurven verlaufen 


paral 


lel. 


16. Versuch. 
a) Ferment + Chinin | Std. gestanden; b) Ferment + Chinin 2 Std. gestanden. 


Tabelle X. 


Dies zeigen die folgenden Versuche. 
(Tabelle X, Abb. 7.) 


Organextrakt (Mensch) p, 7,71. 
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Nr. £ Be S25 k rE Nr £ Pe S23 k ré 
v € 2s a 0 v € me ie oO! 
= te 0 bead &) 0 
l 0 0 | 0,008 42 — - _ _ _ _ 
2a 125; 1  0,00701 2108 | 2b 1,25. l 0,006 28 25,42 
3a 2,5 2 | 0,005 60 | 33,49 3b 2,5 2 0,005 06 | 39,91 
4a 5,0 4 | 0,00462 45,13 4b 5,0 + 0,004 00 52,50 
5a 10,0 8 0,003 12 | 62,95 5b 10,0 8 0,002 10 = 75,06 
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Abb. 7. 


a) + nach | Std.; 


b) x nach 2 Std. 


mg Chinn —» 


Abb. 8. 


a) + nach 15 Std.; b) x nach 1 Std.; c) o nach 2 Std. 


a) Ferment + Chinin 1/ 


17. Versuch. 


(Tabelle XI, Abb. 8.) 


/ 


2 


gestanden; c) Ferment + Chinin 2 Stunden gestanden. 


Tabelle XI. 


Organextrakt (Mensch) p,, 7,71. 
Stunde gestanden; b) Ferment + Chinin | Stunde 














ap : E | e | 
£ gles. ge 5 Eigse |e c g28s| ay 
eel =} Ewes eS e : ww? SES Fy 
Nr. | 2 Bale gS k | 26 Nr. Zen|ss3 k | DE Nr. See 325 k TB 
l 0 0 0.02728 0 —)| -—-j| - -- —~|/—-—-)| -|- ~ 4 
2a 125) 1 0,014024861]2b 1,25 1 0,011 52) 57,77 2c 125 1 0,010 25) 62,43 
3a 2.5 2 0,010 76 60,56] 3b = 2,5 2 0,008 64) 68,33] 3c 2,5 2 0,007 38) 72,95 
4a 5,0 4 0,008 48 68,92} 4b 50) 4 0,006 31 76,87} 4¢ 5,0 4 (0,004 94) 81,90 
5a 10,0 8 0,005 48 78,08] 5b 10,0 8 0,004 56 83,29] 5c 10,0 8 0,003 64) 86,62 
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18. Versuch. (Tabelle XII, Abb. 9.) Organextrakt (Mensch) p,, 7,68. 
a) Ferment + Chinin | Stunde gestanden; b) Ferment + Chinin 2 Stunden 








































gestanden. 
Tabelle XII. 
gt & 

o §| fhe ae ei§ $88 ee 
N. (S80 /382 & fe |n.  S8e 388) & | 2 

O c | Pe 5 0 v & zt ve 0 

See 0 2 —) 0 

1 0 0 0,014 24 _ a — - - - 
2a «1,25; +1 =| 000973 31,67 | 2b 125 1 000880 38,20 
3a 2,5 2 0,007 88 44,76 3b 2.5 2 0,006 37 | 55,26 
4a 5,0 4 0,006 44 54,76 4b 5,0 4 0,004 49 | 68.46 
5a | 100 8 0,004 12 71,07 5b 10,0 8 0,00269 | 81,11 


Schon diese Versuche weisen darauf hin, daB der Vorgang der 
Vergiftung nicht reversibel ist. Dies zeigen auch diejenigen Versuche, 
bei denen das Ferment mit dem Chinin in 
verschiedenen Verdiinnungen eine Zeitlang 
* gestanden hat und dann das Gemisch mit 
Tributyrin bzw. Tributyrin + Pufferlésung 














e auf das gleiche Volumen gebracht worden 
y, ist. Obgleich aus experimentellen Griinden 
“ die Verdiinnungen nicht stark variiert werden 
x konnten, waren deutliche Unterschiede in 
der Hemmung der Fermentwirkung zu beob- 
~~ Tag Oo eeciascaae achten; das Chinin in der starkeren Konzen- 
Abb. 9. tration vergiftete stairker und die nachtrig- 
a) x nach 1 Stunde; liche Verdiinnung hat dies nicht mehr riick- 
b) * nach 2 Stunden. ss 4 a 
gingig gemacht. 





19. Versuch. Organextrakt (Mensch) p,,7,71. a) 1 cem Ferment 
+ 14 ccm Puffergemisch (Phosphat) + 40 cem Tributyrinlésung. b) Zuerst 
1 cem Ferment + 13 cem Puffergemisch + 1 cem (= 10 mg) Chinin. Dann 
werden in b, sofort, in b, nach 120 Minuten 40 ccm Tributyrin zugefiigt. 
c) Zuerst 1 cem Ferment + 1ccem (10mg) Chinin. Dann werden in ¢, sofort, 
in ec, nach 120Minuten 13 cem Puffergemisch + 40 cem Tributyrin zugefiigt. 


Tabelle XIII. 





a un by Cy €2 
| er ee ee ee ee 0,021 63 0,012 76 0,014 31 0,006 60 
Hemmung..... 0 18,68 52.03 46,68 75,19 9), 


20. Versuch. Anordnung wie im 19. Versuch. Nur in c, stehen Ferment- 
Chinin nicht zwei, sondern 1 Stunde vor Zufiigen des Tributyrins. 


Tabelle XIV. 





a by | by Cy 9 
eel ee Ge _. . 001702 0,012.24 | 000831 | 0.01107 0,006 51 
Hemmung. ||| 0 28.18 (61.20 34,96 61,55 %\, 
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Ganz in dem Sinne sprechen auch die Dialysenversuche: nach 
der Dialyse war die Hemmung, verglichen mit der vor der Dialyse 
nicht geringer, in einigen Versuchen, wohl infolge der langeren Ein- 
wirkungsdauer des Giftes, sogar noch etwas stérker. Dialysiert wurde 
in Schleicher-Schiill-Hiilsen gegen destilliertes Wasser. 

Die Vorversuche zeigten, daB das Ferment nicht dialysiert und auch 
wihrend der Dialyse nicht seine Wirksamkeit verliert. 

21. Versuch. Innenfliissigkeit 7 cem Organextrakt unverdiinnt (Mensch), 
AuBenfliissigkeit 10 cem destilliertes Wasser. Dialyse 3 Tage lang. Der 
wie tiblich angestellte Spaltungsversuch ergab: k vor der Dialyse = 0,049 92, 
nach der Dialyse 0,04300, AuBenfliissigkeit: keine Spaltung. 

22. Versuch. Innenfliissigkeit 6 cem Fermentlésung (unverdiinnter 
Organextrakt (Mensch) + 4 ccm Chinin (40mg). AuBenfliissigkeit 60 cem 
destilliertes Wasser. Dauer der Dialyse 24 Stunden. — k (py 7,86) ohne 
Gift vor der Dialyse 0,015 36, nach der Dialyse 0,01035. — Mit Gift wurden 
je drei Proben (a, b, c) angesetzt. Gefunden wurden fiir k vor der Dialyse in 
a) 0,002 55, b) 0,002.59, c) 0,00245; nach der Dialyse in a) 0,003 23, b) 0,003 65, 
ec) 0,003 77. 

23. Versuch. Innenfliissigkeit 4 ccm Ferment (Organextrakt unver- 
diinnt, Mensch) + 6cem (60mg) Chinin. AuBenfliissigkeit 75 cem dest. 
Wasser. Dialyse 24 Stunden. k (p,, 7,86) vor der Dialyse ohne Chinin 
0,01536, mit Chinin 0,00504; nach der Dialyse mit Chinin k = 0. 

24. Versuch. Innenfliissigkeit 2 ccm Ferment (Organextrakt unver- 
diinnt, Mensch) + 6cem (60mg) Chinin. AuBenfliissigkeit 75 cem dest. 
Wasser. Dialyse 24 Stunden. — k ohne Gift vor der Dialyse 0,01536, k& mit 
Chinin vor und nach der Dialyse = 0. 

Ein vor der Dialyse total vergiftetes Ferment hat sich demnach 
wahrend der Dialyse nicht regeneriert. 

25. Versuch. Innenfliissigkeit 8 ccm Ferment (Organextrakt, Mensch) 
+ 7cem (70mg) Chinin. AuBSenfliissigkeit: stré6mendes Leitungswasser. 
Dialyse 4 Stunden. p,, 7,86. — k ohne Gift vor der Dialyse 0,05977; mit 
Chinin vor der Diatyse 0,03515; mit Chinin nach der Dialyse 0,018 20. 

Alle diese Versuche sprechen dafiir, daB nach der Aufnahme des 
Giftes durch das Ferment, die wie ein AdsorptionsprozeB verlauft, 
bald sekundar irreversible Vorginge sich abspielen, die sich der 
reinen Adsorption, wie wir sie bei dem System Chinin— Invertase 
kennen gelernt haben, tiberlagern. 

4. Die Leberlipase ist gegen Atoxyl au®erordentlich empfindlich. 
Bereits 0,0001 mg Atoxyvl (in 55 ccm Gesamtvolumen) iiben eine 
hemmende Wirkung auf dieses Ferment aus. Um so bemerkenswerter 
ist es, daB die Pankreaslipase (sowohl Organextrakt aus der 
Pankreasdriise als auch der Pankreasfistelsaft) gegen Atoxyl, selbst 
in Dosen von 20 mg, vollkommen unempfindlich ist. Dies zeigen die 
folgenden Versuche. 

26. Versuch. Organextrakt (Mensch) p,, 7,82. a) ohne Gift k = 0,01396 
b) mit 10 mg Chinin k = 0; c) mit 10 mg Atoxyl k = 0,01897. 

27. Versuch. Organextrakt (Mensch) p,, 7,88. a) ohne Gift k = 0,01701. 
b) mit 5 mg Chinin 0,00524; ¢) mit 10 mg Atoxyl 0,01931. 
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28. Versuch. Py 7,78. Pankreassaft vom Hund mit a) | cem dest. 
Wasser; b) | cem (10 mg) Atoxyl; e¢) 1 cem (10 mg) Chinin. & in a) 0,01231, 
b) 0,01334, c) 0,008 15. 

In einem Gemisch von Leberlipase und Pankreaslipase wird nur 
die Leberlipase von Atoxyl vergiftet. 

29. Versuch. py 7,52. a) 1 cem Leberextrakt + 1 cem physiologische 
Kochsalzl6sung. a,) lcem Leberextrakt + leem (10mg) Atoxyl. 

b) 1 cem Pankreassaft vom Hund + 1 cem physiologische Kochsalzlésung. 
b,) | eem Pankreassaft -+- 1 cem (10 mg) Atoxyl. c) 0,5 cem Leberextrakt 
0,5 cem Pankreassaft + 1 cem physiologische Kochsalzlésung. ¢,) 0,5 eem 
Leberextrakt + 0,5 cem Pankreassaft -+ 1 cem (10 mg) Atoxyl. Fiir die 
Geschwindigkeitskonstanten wurde gefunden: 


Tabelle XV. 





a ay b db, c 


c 
1 


0,014 42 0 0,012 17 0,012 82 0,015 20 | 0,008 98 
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30. Versuch. py, 8,18. a) 1 ccm Leberextrakt + 1 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung. a,) 1 ccm Leberextrakt + 1cem (10mg) Atoxyl. 
b) leem Pankreasextrakt (Mensch) + 1 ccm physiologische Kochsalz- 
lésung. b,) leem Pankreasextrakt + 1 ccm (10 mg) Atoxyl. — c) lccem 
Pankreasfistelsaft vom Hund + 1 ccm physiologische: Kochsalzlésung. 
c,) 1 cem Pankreasfistelsaft + 1 ccm (10 mg) Atoxyl. Fiir die Geschwindig- 
keitskonstanten wurde gefunden: 


Tabelle XVI. 





ay i b by e ey 


0,012 27 | 0,01392 0,018 80 0,016 28 
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DaB selbst 20mg Atoxy! unwirksam auf die Pankreaslipase sind, seigt 
die Abb. 10. (31. Versuch. Organextrakt vom Menschen. py 7,88.) k ohne 
Gift 0,01662, mit 10mg Atoxyl 0,01662, mit 20mg Atoxyl 0,01672. 

La&t man Chinin und Atoxyl zur gleichen Zeit auf die Pankreas- 
lipase wirken, so tritt nur die Wirkung des Chinins in Erscheinung; 
ob Atoxyl noch daneben in der Lésung vorhanden ist, ist gleichgiiltig. 

32. Versuch. (Abb. 11.) Organextrakt (Mensch) p,, 7,88. a) 1 cem 
Ferment + 3cem Pufferlésung (Phosphat) + 50 cem Tributyrin + 2 cem 
destilliertes Wasser. b) 1 com Ferment + 1 cem (5 mg) Chinin stehen eine 
Stunde; dann 3ccem Puffer + 50cem Tributyrin + 1 cem destilliertes 
Wasser. c) 1cem Ferment + 1 cem (5 mg) Atoxyl stehen 1 Stunde, dann 


3cem Puffer + 50 cem Tributyrin + 1 cem destilliertes Wasser. d) 1 cem 
Ferment + 1 cem (5 mg) Chinin + 1 cem (5 mg) Atoxyl stehen 1 Stunde, 
dann 3 ccm Puffer und 50 cem Tributyrin. — & in a) 0,02125, b) 0,00878, 


in ce) 0,02099, in d) 0,00902. 

33. Versuch. Organextrakt (Mensch) p,, 7,88. Anordnung wie im 
31. Versuch. k& (ohne Gift) = 0,01874; k (mit 5 mg Chinin) = 0,008 15; 
k (mit 5mg Atoxyl) = 0,01838; k (mit 5mg Chinin + 5mg Atoxyl) 
= 0,008 21. 

34. Versuch. Organextrakt (Mensch) p,, 7,71. a) k (ohne Gift) 
= 0,02273. b) k (mit 10 mg Chinin) = 0,00457. c) k (mit 10 mg Atoxyl) 
0,022 38. d) k (10 mg Chinin + 10mg Atoxyl) = 0,0078. In den Versuchen 
b) bis d) standen Ferment und Gift eine Stunde vor Zusatz des Tributyrins 
zusammen. — In Versuch e) stand das Ferment eine halbe Stunde mit 
10mg Chinin, dann eine weitere halbe Stunde noch mit 10mg Atoxyl. 
k = 0,00669. Im Versuch f) stand das Ferment mit Atoxyl + Chinin 
(je 10mg) 1 Stunde vor Tributyrinzusatz. k = 0,00949. 

Auf Grund der mitgeteilten Beobachtungen ist es demnach leicht, 
Pankreaslipase und Leberlipase in ihren Gemischen voneinander zu 


trennen. 


Zusammenfassung. 

1. Die Wirkung der Pankreaslipase (wisseriger Organextrakt vom 
Menschen, Pankreasfistelsaft vom Hund) wird von Chinin (Chinin. 
hydrochlor.) stark gehemmt. 

2. Trigt man die Logarithmen der Chininkonzentration auf der 
Abszisse, die Logarithmen der Hemmungen auf der Ordinate auf, so 
erhalt man eine Gerade. 

3. Die Vergiftung erfolgt nicht momentan, sondern steigt mit 
der Zeit an. Sie ist nicht reversibel. 

4. Gegen Atoxyl ist die Pankreaslipase (sowohl Organextrakt wie 
Fistelsaft) ganz unempfindlich, wihrend die Leberlipase auBerordentlich 
empfindlich ist. 

5. FNa hemmt die Wirkung der Pankreaslipase nur wenig. die 
der Leberlipase und Serumlipase sehr stark. 
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Uber die Wirkung des Chinins und der Chininderivate 
auf Magenlipase. 


Von 
P. Rona und M. Takata. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 14, August 1922.) 
Mit 16 Abbildungen im Text. 


Die Magenlipase fiir die vorliegende Untersuchung wurde aus dem 
nach Pawlow angelegten kleinen Magen eines Hundes gewonnen'). Wie 
Takata friher zeigen konnte”), wirkt dieses Ferment sowohl in neutraler 
wie auch in schwach saurer Reaktion sehr gut; durch verdiinntes 
Alkali wie durch starke Siure wird es leicht zerstért. Da die Magen- 
lipase gegen freie Salzsiure auBerordentlich empfindlich ist, fehlt die 
lipolytische Wirkung meist im aktiven Saft des Pawlowschen kleinen 
Magens, und es ist nicht gut méglich, die lipolytische Wirkung eines 
derartigen Saftes zu untersuchen. Dagegen enthalt der niichterne 
schleimige Saft immer eine betrichtliche Menge von stark wirksamer 
Lipase, solange dessen Reaktion neutral oder schwach sauer bleibt. 
Von diesem schleimigen Saft wurde zunichst ein bestimmtes Volumen 
abgemessen, dann, falls nétig, mit n/10 Natronlauge (gegen Lackmus) 
sehr vorsichtig neutralisiert. Uberschu8 von Alkali ist streng zu 
vermeiden. Dann wurde der Saft mit destilliertem Wasser auf eine 
geeignete Konzentration verdiinnt. Als ,,Fermentlésung wurde in 
den folgenden Versuchen diese Lésung benutzt. 





1. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dab die Spaltung des 
‘Tributyrins durch die Magenlipase durch die Formel einer monomolekularen 
Reaktion dargestellt werden kann *). Die Umsitze gleicher Zeiten verhalten 
sich umgekehrt den Fermentmengen. 


1) Wir sind Herrn Dr. van Eweyk fiir die Ausfiihrung der Operation 
zu groBem Dank verpfilichtet. 
2) Vgl. The Tohoku Journ. of Exper. Med. 2, 209, 1921 und The Journ. 











of Biochem. 1, 107, 1922. 
8) Die nach der monomolekularen Formel berechneten Geschwindigkeits- 
konstanten sind in den Tabellen unter k angegeben. 
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So wurde gefunden, daB, wenn die Fermentkonzentrationen sich wie 
1: 2:3: 4 verhielten, die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten bzw. 
0,0007, 0,0012, 0,0022, 0,0030 waren. (Angewandt wurde zehnfach ver- 
diinnter Magensaft.) 

Verhielten sich die Fermentkonzentrationen wie 2: 1,5: 1, so waren 
die Geschwindigkeitskonstanten bzw.: 0,0070, 0,0055, 0,0033. (Angewendet 
wurde fiinffach verdiinnter Magensaft.) 

Die Anordnung der Versuche war im allgemeinen so, daB 50 ccm 
Tributyrinlédsung mit 3ccem Regulatorgemisch (Phosphat '/, mol.) ver- 
mischt wurde, dann wurde der Magensaft (1 ccm, meist fiinffach verdiinnt) 
zugefiigt. Die Messung von p,, erfolgte stets elektrometrisch. 

Ein langeres Stehen (gepriift wurde bis 1 4% Stunden) mit dem Phosphat- 
puffer schaidigt das Ferment nicht. Das Optimum der H’-lonenkonzen- 
tration liegt etwa zwischen p,, 5 bis 7; bereits bei 7,66 ist sie stark ab- 
geschwacht, auch bei 4,67 gegen 5,28 viel schwicher. Die diesbeziiglichen 
Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 





Tabelle I. 
Nr. 1 2 3 ie ae 6 7 8 9 0 | UW 
Pu... | 7,62) 693 6,01, 7,66! 6,98 528 4,67 7,66 6,98! 5,28. 4,67 


k.10*. . 139 73 112 31 69 73 66 29 66 71 59 

2. Bei den Untersuchungen iiber die hemmende Wirkung des 
Chinin. hydrochl. (in den Versuchen einfach als ,,Chinin“ bezeichnet) 
ist zunachst der EinfluB der H’-lonenkonzentration auf die GréBe 
der hemmenden Wirkung gepriift worden. 


1. Versuch. 1cem Magensaft (vierfach verdiinnt) + 1lcem Chinin 
(10mg) bzw. 1 cem destilliertes Wasser -+- 3ccm Regulator (Nr. 1 bis 4 
Phosphatgemisch, Nr. 5 bis 6 Acetatgemisch). Nach einer Stunde 50 cem 
Tributyrinlé6sung. 








Tabelle LI. 

1 Chini Hemmung 
. mg in ‘Sem P k of, 

1 0 7,63 0,003 23 — 

2 10 7,63 0,001 36 57,9 

3 0 6,89 0,007 89 — 

4 10 6,89 0,003 97 49,7 

5 0 5,24 0.001 19 ~ 

6 10 5,24 0,001 12 5,4 

2. Versuch. Zusammensetzung wie im Versuch lI. 
Tabelle III. 

' Chini | Hemmung 
aa mg ag P k Of, 

1 0 6,91 0,002 66 — 

2 10 6,91 0,001 27 §2,2 

3 0 5,96 0,003 75 - 

4 10 5,96 0,003 40 9,3 

5 0 4,67 0,003 10 

6 10 4,67 0,003 10 0 
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3. Versuch. 


P 


Rona u. M. Takata: 


Zusammensetzung wie im Versuch 1. 


Tabelle IV. 





4. Versuch. 


Chinin 
mg in 55 ccm 


0 
10 
0 
10 
0 
10 


Hemmung 


0/ 0 


Pu 


0,002 O1 — 

0,001 03 48.8 
0,002 52 
0,001 69 
0,003 23 
0,002 52 


6,93 
6,93 
6,74 | 
6,74 | 
6,42 
6,42 


32 9 


21,9 


Zusammensetzung wie im Versuch 1. 


Tabelle V. 





5. Versuch. 


Chinin 
mg in 55 ccm 


0 
10 
0 
10 
0 
10 


H 
Pu emmung 


7,81 
7,81 
7,71 
7,71 
6,89 
6,89 


0,001 26 
0,000 45 
0,001 35 
0,000 56 
0,005 04 


0,002 24 52,0 


1 ccm Saéuglingsmagensaft (zweifach verdiinnt), leem Chinin, 


3cem Pufferlésung. Nach einer halben Stunde 50 cem Tributyrinlésung. 


70 


60 
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Yo Hemmung —> 
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Abb. 1. 


Tabelle VI. 





Chinin , Hemmung 
mg in 55 ccm % 


Nr. 


0 | 0,003 15 
10 } 0,001 64 
0 j 0,006 96 
10 0,004 84 
0 , | 0,011 24 
10 | 0,009 46 


47,9 


30,5 


15,8 


Wie aus den Versuchen ersichtlich ist, 
hingt die hemmende Wirkung des Chinin- 
hydrochlors auf das Ferment (bei gleicher 
Chininkonzentration und unter sonst 
gleichen Bedingungen) stark von der 


H'-Tonenkonzentration ab, entsprechend dem Dissoziationzustande 


des Chininsalzes, wie dies schon friiher gefunden wurde *). 
ist sie maximal, bei py 6 kaum mehr nachweisbar. 


Bei px 8 
Ubersichtlich 


sind die Verhaltnisse in der beifolgenden Kurve (Abb. 1) dargestellt. 
1) Vgl. P. Rona und E. Bloch, diese Zeitschr. 118, 185, 1921. 
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3. Betrachten wir nun die Abhangigkeit der Chininwirkung von 
der Chininkonzentration (bei konstanter H'-Ionenkonzentration), so 
finden wir, wie bei der Pankreas- ore ais 


. . . . 6 } > 
lipase, daB die Chininkonzentrations- | 
Hemmungskurve eine Adsorptionsiso- ,“| ~~ | |) es oe 


| 
therme darstellt. Dies zeigen die |#)~} “++ > | 
folgenden Versuche und Abbildungen. ps0} 7»; 4 



































} 
® 201 ‘| 4 } 4 } 
6. Versuch. (Abb. 2.) 1 cem Magen- §*"| ‘oa 
saft (vierfach verdiinnt), 1 cem Chinin, ¥ 10}+ $—}——} +} 
3 ccm Phosphatgemisch (py 4,63). / | te ae 
Nach einer Stunde 50cem Tributyrin- @ 7. 2° 3 4 5 6 7 8 
lésung. Giffkonz. (mg in §§ ccm) ——> 
Abb. 2. 
Tabelle VII. 
N Chinin Relative bk Hemmung 
mg in 55 ccm Giftmenge OF, 
1 0 0 0,002 40 — 
2 0,3 l 0,002 15 10,4 
3 0,9 3 0,001 87 22,1 
4 2,7 9 0,001 33 44.6 
5 8,1 27 0,001 03 57,1 
60 ana 
{ 
+ + 4 
| 
40 t 
, & 
S 
8 20 : + § 
x | | | | 7 
8 ee ea a ae . 
berg a as SS | RS 
2 ¥ 6 8 10 Mf = 
Giffkonz. (mg in 55ccm) ——> log der Konzentrationen —> 
Abb. 3a. Abb. 3b. 


7. Versuch. (Abb. 3aund b.) Zusammensetzung wie oben (p,, 7,65). 


Tabelle VIII. 





N Chinin Relative k Hemmung 


mg in 55ccm  Giftmenge %, 


1 0 0 0,002 62 — 

2 1,0 10 0,002 14 18,3 
3 | 2.2 22 0,001 93 26,3 
4 4,6 46 | 0.00149 43,1 
5 10,0 100 0,001 04 60,3 
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8. Versuch. (Abb.4a und b.) Zusammensetzung wie oben (p,, 7,63). 
Tabelle IX. 
Chini Relati | Hemmung 
ne. mg in Sue Giftmengs k | o, 
1 0 0 0,006 94 — 
2 ] J 0,005 34 23,0 
3 5 5 0,004 29 38,2 
4 10 10 0,003 47 50,0 
5 20 20 0,002 48 64,3 
a ] | Bias i } 
Beet oe 
a cs 0 
Beye ae Fi ee me 
FF ae i Re | Be ee ' 
fo | ¥ | § — 
= = SOS Some See es CMS e 
| | LS 
+} — i SEES aes HI 
| | | | & 
ae se ae et oe ee ee & 


Giftkonz. (mg in 55 cem) —> 


9. Versuch. 


Abb. 4a, 


(Abb. 5.) Zusammensetzung wie oben (p,, 7,54). 








log der Fonzentrationen —> 
Abb. 4b. 








/og der Konzentrationen —> 


Abb. 5. 


10. Versuch. 





Tabelle X. 
fi Chini Relati | Scien 
Nr mg in ps Gimenae k | %, P 
ij], 0 0 0.00243 | — 
2 || 1,0 10 0.00211 | 132 
3 || 2.2 22 0.00185 | 23,9 
4 || 46 46 0.00147 | 39,5 


(Abb. 6.) Zusammensetzung wie oben (py, 6,86) 


























60 
Tabelle XI. 
TS Ora Sienna 

[~ ‘eae eT 
= need 
¥ 1 0 0 0.00395  — 
$ 2 0,1 1 0,003 95 rE 
e | 3 0.5 5 0.00374 | 5,3 

5 bd 4 ‘10 10 | 0,003 53 10,6 
‘ania .* 10.0 100 0.001 75 55.7 

Abb. 6. 
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11. Versuch. (Abb. 7a und 7b.) 1 ccm Saéuglingsmagensaft (zweifach 
verdunnt), 1 cem Chinin, 3cem Phosphatgemisch (p,, 7,52). Nach einer 
halben Stunde 50 ccm Tributyrinlésung. 


Tabelle XII. 




















Nr. Chinin Relative k Hemmung 
mg in 55 ccm Giftmenge , 
1 0 0 0,002 34 — 
2 1 ] 0,002 15 8,1 
3 5 5 0,001 82 22,2 
4 10 it 0,001 50 35,9 
5 15 15 0,001 34 42.7 
6 20 20 0,001 24 47.0 
wi 
50 Tr : 
40 | 5 os OO a Z es 
Ber tf S 
30 +————+ +———4___ + S 
20 | § 
| & 
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0 2 « 6 80 2 ws @tns® 





Giftkonz. (mg in 55 cem) 


Abb. 7a. 


log der Konzentrationen ——~ 
Abb. 7b. 


Tragt man die Logarithmen der Chininkonzentration auf der 
Abszisse, die Logarithmen der Hemmungen auf der Ordinate auf 
(wie Fig. 3b, 4b, 5, 7b zeigen), so erhailt man eine gerade Linie. 
Die Vergiftung der Magenlipase durch das Chinin hat keinen 
zeitlichen Gang, sondern erreicht sofort den maximalen Wert. 


12. Versuch. 


lcem Magensaft (zweifach verdiinnt), 1 cem Chinin, 


3cem Phosphatgemisch (p,, 7,53), 50 cem Tributyrin. 


Tabelle XIII. 





Chinin 


Reihenfolge 


“mg in 55 ccm 


mewn 


0 
10 
10 
10 


13. Versuch. 


Lipase, Puffer, Tributyrin 
Chinin, Tribut. 


Tabelle XIV. 


Hemmung 
0 0 
rt ene 0,002 99 — 
sofort 0,001 32 55.9 
nach 30’ 9,001 47 50,8 
60’ =: 0.001 60 46.5 


Zusammensetzung wie oben (p,, 6,93). 





Nr. Chinin 
mg in 55 ccm 


Reihenfolge 


Lipase, Puffer, Tributyrin 


Chinin, Tribut. 


Hemmung 


k : 

0 
cree oo 1 ere — 
sofort 0,001 32 52,0 
nach 30’ 0,001 40 49,1 

60° 0.001 35 50.9 
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Die Reversibilitdt der Vergiftung wurde auf die Weise gepriift, 
daB man die Vergiftung bei einer leicht alkalischen bzw. neutralen 
Reaktion vor sich gehen lieB, dann die H’-lonenkonzentration nach 
der sauren Seite verschob und die Héhe der Vergiftung mit einer 
Probe verglich, die von vornherein bei der endgiiltigen pu der ersten 
Probe angesetzt wurde. Die Giftwirkung wurde als vollkommen 
reversibel gefunden. Dies zeigen die folgenden Versuche: 


14. Versuch. 1cem Magensaft (dreifach verdiinnt), 3 ccm Regulator, 
1 cem Chinin, dann 50cem Tributyrin. Zur Anderung der Reaktion wurden 
2cem nH,PO, benutzt. L bedeutet Lipase, R Regulator (Phosphat- 
mischung), G Gift (Chinin). Pn-H,PO,-Lésung. 7 Tributyrinlésung. 
Tabelle XV. 





Ursprungliche Hemmung 
Zusammensetzung 


Zugefigt 


Urspriings 

licher Py; 

Endgiltiger 
Pu 


“lo 


R 7.63 nach 30/ 7 0,001 80 
R + 7.63 a eae 7.6: 0.001 05 
t R 7,63 » oF P+T 0,002 51 
R + 7.63 > AIP + FT 0.001 87 
R-+ 2.67 . oor 0.003 66 
R- +- P| 2,67 «Or ae 0,062 85 


. Versuch. Anordnung wie oben. 


Tabelle XVI. 





Urspriingliche Hemmuny 


‘ Zugefiigt 
Zusammensetzung 6 & 


Urspriings 
licher Py 
Endgiltiger 


Chinin 
mg in 57 ccm 


1. R 6,85 | nach 30! 7 0,006 68 
i+ R+G 685| ,. 30° T 3,85 | 0,002 69 
|R 685) , 30°P+T7 3,17) 0,005 65 
+ R+G 6,85 , 8 P+T7 | 3, 0,003 65 
i+ Rt Pp 3,17 , 30° 7 , 0,002 85 

R+@+ P| 3,17 , 30 7 3, 0,001 84 


. Versuch. Anordnung wie oben. 
Tabelle XVII. 





Hemmung 


Urspriings 
licher Pu 


Urspriingliche 


v Zugefiigt 
Zusammensetzung _ 


Chinin 
mg in 57 ccm 


Endgiltiger 
Pu 


D/ 
"lo 


nach 30' 7 0,002 04 -- 
oi ae 0,001 02 50,0 
30° P+T 0,006 75 — 

30 P+T7 0,005 75 14.8 

30' T 0,009 33 — 

30' T 0,009 06 2.9 
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Wie man sieht, wird die urspriingliche starke Hemmung durch 
Chinin nach der Verschiebung der H’- Konzentration in einem fir 
das Chinin ungiinstigen Sinne wieder rickgiingig gemacht und auf 
eine Stufe gebracht, die demjenigen py, bei welchem eine sonst gleiche 
Probe von Anfang an stand, entspricht. 

Der Grad der Hemmung hiangt, wie oben angegeben, von der 
Chinin- und der H’-lonenkonzentration des Gemisches ab, nicht aber — 
wie die folgenden Versuche zeigen — von der Fermentkonzentration. 

17. Versuch. 1 com (bzw. 2 und 3 cem) Magensaft (zweifach verdiinnt), 
3cem Phosphatlésung, 1 cem Chinin. Nach 30 Minuten Tributyrinlésung 
(py 6,85). 





Tabelle XVIII. 


Nr Relative Chinin k Hemmung 
Fermentmenge mg in 57 ccm 0 


1 ] 0 0.010 62 

2 l 10 0.006 46 39,2 
3 2 0 0,018 43 — 
4 2 10 0,010 03 45.5 
5 3 0 0,020 66 - 

6 3 10 0.012 91 37,5 


Obgleich die Fermentmengen wie 1:2:3 variierten, waren die 
prozentigen Hemmungen iiberall fast gleich. 

18. Versuch. 0,33 cem (bzw. | und 3cem) Magensaft (zweifach ver- 
diinnt), 3cem Phosphatlésung, | cem Chinin; nach 30 Minuten 50 ccm 


Tributyrinlosung (p;, 6,85). 
Tabelle XIX. 





Nr. .. Relative Chinin k Hemmung 
Fermentmenge mg in 57 ccm of, 
] ] 0 0,001 68 — 
2 1 10 0,000 99 41,0 
3 3 0 0,005 39 . 
qd 3 10 0,003 12 42.0 
5 9 0 0,015 20 - 
6 9 10 0,008 39 44.8 


19. Versuch. 0,5 cem (bzw. 1 und 2 cem) Magensaft (vierfach verdiinnt), 
3 cem Phosphatgemisch, | eem Chinin. Nach 30 Minuten 50 cem Tributyrin- 


losung (py 6,85). 
Tabelle XX. 





a nlativ “hini Hemmung 
a Seiad mg ny k Ol, ; 
] ] 0 0,000 77 , 

2 l 10 0,000 44 42.9 
3 2 0 0.001 75 

4 2 10 0.001 05 40.0 
5 4 0 0,003 58 = 

6 4 10 0,002 O1 43,8 
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Obgleich die Fermentmengen wie 1:4 und 1:9 variierten, waren 
die Prozent Hemmungen unverindert geblieben. 

4. Von den Derivaten des Chinins wurde genauer das Vuzin 
(Vuzin bihydrochlor.) auf seine die Magenlipase hemmenden Wirkungen 
untersucht. 

Auch hier konnte die ausschlaggebende Bedeutung der H’-Ionen- 
konzentration auf die Wirksamkeit dieses Alkaloidsalzes nachgewiesen 
werden. Auch hier stellt die Vuzinkonzentrations- Hemmungskurve 
eine Adsorptionsisotherme dar. 

Diese Verhiltnisse zeigen folgende Versuche: 


20. Versuch. 1 ccm Magensaft (vierfach verdiinnt), 3 ccm Phosphat- 
gemisch, 1cem Vuzin. Nach 30 Minuten Tributyrin. 


Tabelle XXI. 





Vuzin Hemmung 
rile 9 , 
mg in 57 ccm Pu 0 
| 


0 


0 7,70 0,000 85 

01 7.70 0.000 24 718 
0 6,82 0.004 49 , 
0.1 6,82 0,001 66 63,0 
0 6.40 0,006 87 ~ 
0.1 6,40 0,003 92 42.9 
0 5,91 0,007 30 

0,1 5,91 0,005 69 22.1 


i 


7 
8 


21. Versuch. 1 cem zweifach verdiinnter Magensaft, sonst wie oben. 


Tabelle XXII. 





Vuzin k Hemmung 
mg in 55 ccm PH 


0 6,86 0,010 14 
0,5 6,86 0,001 51 
0 5,85 0,017 92 
0.5 5 87 0,008 39 


22. Versuch. Zusammensetzung wie oben. 


Tabelle XXIII. 





Vuzin : Hemmung 
mg in 55 ccm PH %F 


0 0,002 17 -- 
0,5 0,000 17 92,2 
0 0,007 82 — 
05 0,000 83 89,4 
0 0.02007 | — 
0.5 0,005 49 72,6 
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23. Versuch. 1 cem sechsfach verdiinnter Magensaft, sonst wie oben. 


Tubelle XXIV. 





1 zi Hemmun 
Ne. mg a com PH k % i 
1 0 6.41 0,005 98 —_ 

2 0.5 6,41 0.001 08 81.9 
3 0 5,90 0,006 96 - 

4 0.5 5,90 0,002 73 60.8 

5 0 §,22 0,006 64 - 

6 0.5 §,22 0.004 59 30.9 


Die Ergebnisse der obigen vier Versuche 
sind in der Abb. 8 graphisch dargestellt. Die 
Abhingigkeit der Hemmung der Magenlipase 
durch das Vuzin bihydrochl. von der H’-Ionen- 
konzentration tritt mit groBer Deutlichkeit 
hervor. Die gezeichnete Kurve stellt eine 
Dissoziationskurve dar und entspricht der 
Dissoziation des Alkaloid-HCl je nach der 
verschiedenen H’-Ionenkonzentration. 

Die Versuche iiber die Abhangigkeit der 
Vuzinwirkung von der Vuzin- 


127 





100 


40 


60} 


40 . 
d 
S 
S 
AS 
9G 5 6 7 8 
Re 
Abb. 8. 

















konzentration wurden, wie 
beim Chinin, mit einer in 
geometrischer Reihe abge- 
stuften Vuzinkonzentration 


—— PP 
= 
Ss 


ausgefihrt. & 
3 
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Tributyrinldsung (py 6,85). 
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(Abb. 9a und 9b.) Abb. Ya. 


Tabelle XXV. 








’ _ Relative Hemmung 
~. ey ae Fn k % . N 
3 
1} 0 0 001291 N 
2 0002 | 10 0,012 91 0 x 
3. 0.0044 | 22 = 0,012 91 0 & 
4 0.0092 46 0,01291 0 % 
5 0.02 100 «©60.01128 as 
6 0,044 220 =—-0,009 83 23.9 
7 0092 460 0,007 66 40,7 
8 O02 1000 0,004 27 66,9 


ok 


~~ Tog der Konzentrationen —> 
Abb. 9b. 
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Die logarithmierten Konzentrations- Hemmungskurven stellen, 
wie im System Chinin-Magenlipase, eine gerade Linie dar. 
25. Versuch. Anordnung wie oben. (Abb. 10a und 10b.) 
Tahelle XX VI. 





Vuzin Relative k Hemmung 
mg in 56 ccm Giftmenge | lo 


0 0 0,003 73 - 

0,05 10 0.00252 | 324 
0,08 16 0,002 17 41,8 
0,125 25 | 0,00172 53,9 
0,2 40 0,001 18 68,4 
0315 | 63 0,000 54 85.5 
0,5 100 0,000 17 95,4 
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Die Vergiftung der Magenlipase durch das Vuzin erfolgt mit fast 
momentaner Geschwindigkeit. Dies zeigt der folgende Versuch (Abb.11). 
26. Versuch. 10 ccm vierfach verdiinnter Magensaft wurden mit 30 cem 
Phosphatgemisch vermengt, dann 10ccm Vuzin hinzugefiigt, dann sofort und 
in bestimmten Zeitintervallen die Hemmungsgré8e bestimmt, indem je 5cem 
Lipase-Giftmischungi n 50 ccm Tributyrinlésung gegeben wurde. (py, 6,87). 


Tabelle XX VII. 





a Zeit der | 
Nr. mg hy Vergiitene k Hemmung 

Minuten 0/5 

1 0 - 0,005 61 _ 

2 0,25 1 0,001 66 70,4 

3 0,25 4 0,001 69 69,9 

4 0,25 8 0,001 53 72,7 

5 0,25 12 0,001 34 76,1 

6 0,25 15 0,001 38 75,4 

7 0,25 25 0,001 32 76,5 

8 0,25 58 0,001 20 78.6 


5. AuBer Vuzin bihydrochl. wurden noch die folgenden Chinin- 
derivate auf ihre hemmende Wirkung auf Magenlipase untersucht: 
Chinidin sulfur., Optochin dihydrochlor., Eucupin bihydrochlor. Die 
hemmende Wirkung dieser Verbindungen steigt, wie aus den Ver- 
suchen 27 und 28 ersichtlich, in dieser Reihenfolge an, um mit dem 
Vuzin hydrochlor. den héchsten Wert in der Reihe zu erreichen. 


27. Versuch. 2 ccm zweifach verdiinnter Magensaft, 3 ccm Phosphat- 
gemisch, 1 ccm 1/4, mol. Giftlésung. Nach 30 Minuten 50 ccm Tributyrin- 








16 (py, 7,68). 
ves Tabelle XXVIII. 
Nr. 1,667 Millimol Gift in 56 ccm k Hemmung 
9% 
ee ee 0,003 09 — 
2 Chinin hydrochlor. . . 0,002 15 30,4 
3 | Chinidin. sulfur... . . 0,00215 30,4 
4  Optochin hydrochlor. . 0,001 69 45,3 
5 | Eucupin bihydrochlor. . | 0,000 79 74,4 
6’ Vuzin bihydrochlor. . .  0,00073 76,4 
28. Versuch. Zusammensetzuny wie oben. 
Tabelle XXIX. 
Nr. 1,667 Millimol Gift in 56 ccm k Hemmung 
1 || Ohne Gift. ..... . | 000310 _- 
2 Chinin hydrochlor. . . 0,002 26 27,1 
3 Chinidin. sulfur. . . 0,002 26 27,1 


4 Optochin. bihydrochlor. 0,00200 35, 
5 Eucupin bihydrochlor. . 0,001 19 61,6 
6  Vuzin bihydrochlor. . .  0,00077 75,2 
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Untersucht man nun die Oberflichenspannung der betreffenden 
Losungen von derselben Molaritét, so findet man, da diese in der 
Reihenfolge der zunehmenden Hemmung abnimmt. 


29. Ver-uch. Je Seem "eo mol. Giftlésrng wurden mit je 9cem 
Phosphatgemisch (1 Teil '/,; mol. prim., 1 Teil 1/,;; mol. sex. Phosphat 
zusammengebracht und im Traubeschen Stalagmometer die relative Ober- 
flachenspannungserniedrigung gemessen. (p,, 6,85.) Temperatur 20°. 


Tabelle XXX. 





Relative 


Troptenzahl Oberflachenspannung 


Puffer (Phosphatlésung) Kontrolle . . . . 18,7 100,0 
Chinin hydrochlor......... 18,8 99,5 
Chinidin sulfur... .... . avec 18,8 99,5 
Optochin bihydrochlor. ...... 19,4 96,4 
Eucupin bibydrochlor. ..... . 28,3 66,1 
Vuzin bihydrochlor.. ........ 30,1 62,2 


Mit der Zunahme der die Oberflaichenspannung erniedrigenden 
Wirkung wichst entsprechend auch die Giftwirkung auf die Magen- 
lipase. 


Zusammenfassung. 

1. Magenlipase (gewonnen aus dem Pawlowschen kleinen Magen 
eines Hundes) wird wie Chinin hemmend beeinfluBt. Die GréBe der 
Hemmung hingt von der H’-Jonenkonzentration der Lésung (ent- 
sprechend dem Dissoziationszustand des Chininsalzes) und der Chinin- 
konzentration, nicht aber von der Fermentkonzentration ab. 

2. Die Chininkonzentrations- Hemmungskurve stellt eine Ad- 
sorptionsisotherme dar. Die Vergiftung erfolgt momentan; sie ist 
reversibel, 

3. Ebenso liegen die Verhiltnisse bei der Einwirkung von Vuzin 
bihydrochlor. auf die Magenlipase. 

4. Die Chininderivate (Chinidin, Optochin, Eucupin, Vuzin) tiben 
eine hemmende Wirkung auf die Magenlipase aus, entsprechend ihrer 
die Oberflichenspannung erniedrigenden Fahigkeit. 
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Uber Ionenantagonismus. 
Von 
H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 


Zahlreiche Untersuchungen, darunter in erster Linie die Arbeiten 
von J. Loeb), haben eine Reihe von sehr schénen Beispielen dafiir 
gebracht, daB die verschiedenen Wirkungen von Neutralsalzen auf 
die lebenden Organismen sich in Gemischen gegenseitig aufheben 
kénnen. Bis in allerletzter Zeit schienen fiir diese Erscheinungen kaum 
kolloidchemische Analogien nachweisbar. Andererseits wissen wir 
seit langem, das bei den verschiedenartigsten Katalysen die Unter- 
schiede der ,,Neutralsalzwirkungen* ganz ahnliche sind, wie dies bei 
kolloidchemischen und biologischen Untersuchungen so oft bereits 
beschrieben wurde (Hofmeister, Héber, Traube, Pauli usw.). 

Es schien daher sehr naheliegend, zu untersuchen, ob bei Kata- 
lysen rein chemischer Art, bei denen nur kristalloide Substanzen an 
den Reaktionen teilnehmen, nicht ahnliche [onenantagonismen zu 
finden waren, um so mehr, als an diesen Beispielen die GréBe und die 
Art der gegenseitigen Beeinflussung viel besser zu messen ist als bei 
den viel komplizierteren biologischen und kolloidchemischen Prozessen. 

Ein geeignetes Beispiel fiir diese Untersuchungen ist die Landolt sche 
Reaktion?). Sie lauft zwischen Jodsiure und schwefliger Saure be- 
kanntlich in der Weise ab, daf nach dem Verschwinden der gesamten 
in der Lésung vorhandenen schwefligen Siure plétzlich freies Jod 


1) J. Loeb, Pfliigers Arch. 88, 1901; diese Zeitschr. 28, 1910; J. Loeb 
und H. Wasteneys, diese Zeitschr. 28, 1910; J. Loeb, ebendaselbst 26, 1910; 
33, 1911; J. Loeb und H. Wasteneys, diese Zeitschr. 38, 1911; 39, 1912; 
36, 1911; 39, 1912; 48, 1912; 47, 1912; Derselbe, Journ. of biol. chem. 21, 
1915; Derselbe, Proc. of the nation. acad. of scienc. 1, 1915. 

2) Landolt, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 19, 1317, 1886; 20, 745, 
1887; J. Eggert und B. Scharnow, Zeitschr. f. Elektrochem. 28, 8, 1917; 
Dieselben, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 54, 1920; Dieselben, Zeitschr. 
f. Elektrochem. 27, 1921. 
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abgeschieden wird, das eine momentane Blaufirbung zugesetzter 
Starkelésung verursacht. Die Zeit der Jodabscheidung variiert nach 
Zusatz von verschiedenen Salzen sehr betrichtlich!) und es 1aBt sich, 
wie dies von Berczeller*) gezeigt wurde, auch in diesem Falle die Hof- 
meister-Traubesche Anionenreihe nachweisen (J’ > Br’ >Cl'>N0O; 
> $0O{), indem J’ und Br’ die Reaktion stark beschleunigen, Cl’ in 
gréBeren Konzentrationen die Reaktion beschleunigt, in geringeren 
hemmt, wihrend NO, den Reaktionsablauf schwach, SO{ sehr stark 
hemmen. 

Diese Erscheinung ist um so interessanter, als in dem Falle die 
rein ,,physikalische‘‘ Neutralsalzwirkung in die ,,chemische‘‘ Wirkung 
des J'-Ions einerseits, des SO{-Ions andererseits iibergeht, indem das 
J’ als ,,Zwischenprodukt‘‘ als Katalysator, die SO{-Ionen dagegen 
infolge des Massenwirkungsgesetzes als Endprodukt bei der Reaktion 
mitwirken. Ebenso kommt dem Br’ auch ,,chemisch“ eine Rolle bei 
der Reaktion zu. 

Es konnten nun die Befunde von Berczeller betreffs der Wirkung 
der einzelnen Ionen bestitigt werden, wie dies aus den folgenden Tabellen 
ersichtlich ist. 

An dieser Stelle sollen aber vor allem die Wirkungen von Salz- 
gemischen im Vergleich mit den Wirkungen der einzelnen Salze unter- 
sucht werden. Die Untersuchungen wurden mit den Kaliumsalzen der 
Jod- bzw. der Bromwasserstoffsiure, der Salzsiiure, Salpeter- und 
Schwefelsiure ausgefiihrt. Es wurde eine etwa 1 proz. Jodsiurelésung 
und eine zehnfach verdiinnte konzentrierte Lésung von schwefliger 
Saure benutzt. (Die schweflige Saiurelésung wurde taglich frisch be- 
reitet.) Zu dem Reaktionsgemisch wurden einige Tropfen einer etwa 
lproz. Starkelésung zugesetzt. Als Kontrolle wurde immer die Zeit 
fiir die Jodabscheidung ohne Salzzusatz bestimmt. Die Salze wurden 
in genau n/2 Lésungen (aus purissimum pro analysi-Praparaten) ver- 
wandt und aus diesen Stammlésungen die verschiedenen Verdiinnungen 
hergestellt. Es wurden wiederholt verschiedene Priparate untersucht 
und sehr gut iibereinstimmende Werte in der Beeinflussung des Reak- 
tionsablaufes beobachtet. 


1. Antagonismus zwischen S 0{ und Cl’. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, hemmt SO7 die Reaktion viel 
mehr, als sie von Cl’ beférdert wird, denn ungefaihr der 30. Teil der 
iiquivalenten Menge des SO{-Ions wirkt ebenso stark hemmend, wie 
Cl’ férdernd. Nun zeigt sich aber, da® in Mischungen dieses Verhiltnis 


1) W. Nernst, Theoret. Chem., 8. 644 ff., 1921. 
*) L. Berczeller, Internat. Zeitschr. f. physikal. chem. Biol. 1916, 8. 444. 
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Ionenantagonismus. 133 


bedeutend verschoben wird, indem weniger Cl’ die Wirkung des SOj- 
Ions bereits vollstindig aufheben kann. 


Tabelle 1. F 


leem lproz. HJO;, 0,5cem konz. H,SO, 1: 10 verdiinnt. 
Zeit in Sekunden bis zum Auftreten der Jodabscheidung 





a) n/2 Ky SO, | n/20 K»SO, 


Soom Aquae-dem . fue... 150” 176” 
1 , K,8SO,+ 4ccm Aqua dest... . 435 240 
2, K,SO,+3 , Aquadest.. . 597 264 
3 , K,80,+2 , Aquadest.. . 736 310 
4 , K,80,+1 , Aquadest.. . 794 330 
EG Ad gel ian eon 4 845 387 
b) nl2 KCl 
Doom Aaws Gia... a ke 160” 
1 , KCl+4cem Aqua dest... . 162 
2 KCl+3 , Aquadest.... 159 
$8 , KCl+2 , Aquadest.... 132 F 
4 , KCl+1 , Aquadest.... 118 : 
a ME ASS LE oe a kde 84 : 
n[2 KCI 
c) nj20 Ky SO, § 
ee 167” , 
1 , K,80,+4cecm KCl..... 138 ; 
.. e0.+8 , BQ... .. 150 a 
3 Eye, +2: EECly So... 154 5 
a Ee 181 E 


Die antagonistische Wirkung zwischen Cl’ und SO{ wird also 


nicht einfach additiv aus der férdernden Wirkung des Cl’ und der i 
hemmenden Wirkung des SO{ zusammengesetzt, sondern das Cl'-Ion q 
wirkt viel stirker antagonistisch auf die von SO{ verursachte Hemmung ; 
ein, als es seiner férdernden Wirkung entspricht. 

Der Antagonismus zwischen SO und Cl’ kommt am schénsten 
in jenen Konzentrationen zum Ausdruck, wo Cl’ fiir sich allein die ; 
Reaktion hemmt, wahrend es in Gemischen mit SO{ eine Férderung 


der Reaktion hervorruft. 


2. Antagonismus zwischen SO; und Br’. 

Die Beschleunigung der Reaktion durch Br’ allein ist viel starker 
als durch Cl’, wie dies aus Tabelle IT ersichtlich ist. Allerdings kommt 
hier noch dazu, da®B tatsichlich in dem Falle mit der Zeit auch die 
Br’-Ionen in die Reaktion eintreten, da aus der Lésung mit der Zeit 
Br’ freigemacht wird. Nun konnte aber sehr einfach bewiesen werden, 
daB dies nur nach dem Auftreten von J, der Fall ist, und zwar durch 
die Farbe der Jod- bzw. Bromstirke. Wenn man in Gegenwart von 
Bromiden die Reaktion ablaufen laBt, tritt zunichst eine reine Blau- 
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Tabelle II. 


leem HJO, 1 proz., 0,5cem H,SO, konz. (1: 10). 
Zeit in Sekunden bis zum Eintreten der Jodabscheidung 





nj2 KBr 
a) n|2 KySO, 
Sccem Aqua dest. ..... Pema tte a. 155” 
| r-+ 4cem o— dest. . . é 22 
1 , KBr+1 , K,SO,+ 3ccm Aqua dest. . 77 
| , KBr+2 , K,80O,+2 , Aquadest.. 125 
1 , KBr+3 , K,80O,+1 , 2s amare 163 
l K Br +- 4 Nae SPER. 193 
b) 
2cem KBr + 3ccem a dest. . ; 16 
2 KBr+1 , K,80O,+ 2 com Aqua dest. : 43 
2 KBr+2 , K.80, 4 1 , Aquadest. . 80 
2 ee eg CMOS oc kk ee a 117 
c) 
3cem KBr + 2 ccm faa dest. . ; 16 
3, KBr+1 , K,80O,+ lecm Aqua dest. : 32 
3, KBr+2 , K, so; Pi di eae setiase inn : 56 


firbung auf, welche dann mit der Zeit einer Violett-, Rotbraun- bzw. 
spiter Gelbfirbung Platz macht. Nun konnte gezeigt werden, dai 
dic Jodstirke durch freies Brom entfarbt wird, indem je nach den 
relativen Mengenverhiltnissen eine rote bzw. rotbraune, bei gréBeren 
Brommengen gelbe Fiarbung auftritt. Schon die minimalsten Spuren 
von Br’ verindern aber die Blaufiirbung, insbesondere dann, wenn 
sie nur von geringen Mengen Jod verursacht ist'). 

Damit ist aber bewiesen, daB bis zu dem Auftreten der Jodfarbung 
das Bromid als Katalysator wirkt und die Reaktion zwischen der 
restlichen Jodsiure und Bromid nur nach dem Freiwerden des Jods 
eintreten kann, womit es dargetan ist, daB das Bromid die vorliegenden 
Untersuchungen nicht stért. 

Auch in dem Falle beférdert das Br’-Ion viel weniger die Reaktion, 
als es im Gemisch mit SO{ die Wirkung des letzteren aufheben kann, 
wie dies besonders der Vergleich zwischen Tabelle I, a) und II, a) zeigt; 
denn 3ccm n/2 K,SO, verzégern die Reaktion um 586 Sekunden, 
1 ccm n/2 K Br beférdert sie um 133 Sekunden. Im Gemisch der beiden 
Lésungen finden wir nur eine minimale Verzégerung der Reaktion. 


1) Die Wirkung des Broms auf die Jodstirke, welche einen inter- 
essanten Fall der Adsorptionsbeeinflussung bildet, soll an anderer Stelle 
niher untersucht werden, um so mehr als in diesem Falle die bei hydro- 
lytischer Veriinderung der Stirke beobachtete Farbeninderung, die mit 
der TeilchengréBe und ihrer Verainderung zusammenhingt, hier ganz 
analogerweise durch alleinige Verinderung der adsorbierten Substanz zu- 
stande kommt. 
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Ebenso sieht man sogar noch bei 2cem K/SO,, die mit 1 cem KBr 
gemischt, schon eine sehr starke Beschleunigung der Reaktion auf- 
weisen, noch eine 3,3fache Vermehrung der hemmenden Wirkung 
gegeniiber der beférdernden des K Br. 


8. Antagonismus zwischen SO; und J’. 


Tabelle III. 


leem | proz. HJOs,, 0,5cem konz. H,SO, (1: 10). 
Zeit in Sekunden bis zum Auftreten der Jodabscheidung. 





a) 
K J n/200 wird sofort auf Zusatz von H JO, (ohne H,SO,) blau _ 
KJ n/20000 wird auf Zusatz von HJO, (ohne 3 H, 280,) nach 
etwa vier bis fiinf Minuten blau . 


leem KJ n/20000 + 4cem Aqua dest. SS Nt ile ee 125” 
5cem KJ n/20000 zuerst Zusatz von HJO, (w ird leicht blau) 

dann Zusatz von H,SO, (E ntfiirbung) . ; 67 
5eem KJ n/20000 zuerst Zusatz von H 50s, dann von H JO, 67 

b) 
seem Aqua dest. EP TS Sane oe Res ee Sage CRSP Re? 168 
l K J n/2000 + 4ccm Aqua dest. ........... 118 
2 KI pie + 3 A OM | ae ee es 81 
3 Ba mise 2. AGUA GO ... 2... wr a ee 60 
4 Bu Gious+ hk, 6 Agus Get... ee 45 
l KJ n/200 Oe. Ser it ys. wna 6 
l PU manors +4 ARUN GOR oie kw et 166 
c) 

5eem Aqua dest. : Sie ere deh gate aaa 168 
1 , KJ n/2000 + 4ccm Aqua dest. . . . 118 
1 , KJ n/2000+1 , K,SO, n/2 + 3 cem Aqua dest. 320 
1 , KJn/2000+2 , K,SO,n/2+2 , Aquadest. . 514 
1 , KJn/2000+3 , K,SO,n/2+1 , Aqua dest. . 566 
1 , KJ n/2000+4 , K, 80, n/2 acs 669 
1 , KJn/200 +1 , K,SO, n/2 + 3eem Aqua dest. . . 124 
1 , KJ n/200 +4 , K, S80, n/2 .. ye 222 


Das Jodion reagiert mit Jodat in saurer Lésung, indem J, frei 
wird. Die Versuche ergeben, daB die Reaktion gar nicht beeinfluBt 
wird, ob die schweflige Siure vor oder nach Ablauf der Reaktion zu- 
gesetzt wird, womit bewiesen ist, daB es keine Rolle spielt, ob das 
zuerst freigemachte J, mit der schwefligen Siure Schwefelsiure bildet, 
oder ob durch vorherigen Zusatz von schwefliger Saiure die Bildung 
von molekularem J, iiberhaupt zunichst aufgehoben wird, wenn nur 
die Menge des zugesetzten Jodides gering ist. 

Es kann nun schon durch eine n/2000 KJ-Lésung die hemmende 
Wirkung des SOj-Ions stark vermindert werden, und wiederum ist 
die antagonistische Wirkung des J’ in der Mischung mit SO% viel 
gréBer als die beférdernde Wirkung, welches es allein auf die Reaktion 
ausiibt. 





Rg SE Lag ke Se eae EPS Cha 2 ga Ne Se a Feeney 
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' 4. Antagonismus zwischen NO, und Br’ bzw. J’. 


Tabelle IV. 
leem 1 proz. HJQ;, 0,5 cem konz. H,SO, (1: 10). 





a) n[2 KNO 


en... PRES Se ere 128” 
1 , KNO,+ : com Aqua dest... ....... 174 
2, KNO,+ tI occ iy cdl w ok ss 164 
Saree KNO, + + pk, AMUN Sos 5 ot ge cs 185 
4 , KNO, so I I ee esse 8 194 
Sa KNO. Riad: se as eRe TS ate so te lat vnc, § 185 
n[2 KBr n|20 KBr 

b) n2KNO,; nl2KNO, 
lccm KBr -+ 4ccm Aqua dest. ........ 17” 66” 
| , KBr+1 , KNO,+ 3cem Aqua dest. . 26 90 
l , KBr+2 , KNO,+2 , Aqua dest. . 26 110 
1 , KBr+3 , KNO,;+1 , Aqua dest. . 29 108 
Dp Ss Pr eg. 25S Bee cis 31 124 

K J n|2000 

c) nj2 KNO, 
Ca ee Oe ee ee 168” 
1 , KJ+1ccem hg ps Aqua dest. . 144 
ae eee NO! , Aqua dest. . 160 
1, KJ+3 ENO. aa ; » Aqua dest. . 178 
1, KJ+4 oo a ear 2 2 Fe ae 170 


Da bei dem SOj{-Ion noch eine chemische Wirkung auf die Reak- 
tion in Betracht kommt, wurde auch der Antagonismus bei NO ; unter- 
sucht. Fiir die Aufhebung der hemmenden NO -Wirkung ist sowohl 
von Br’ als auch von J‘ eine viel geringere Konzentration notwendig 
als bei der SO,-Wirkung, es geniigen ungefihr zehnfach geringere 
Mengen der beiden Ionen, um den Wasserwert wieder herzustellen, 
als bei SO{, wobei bemerkt werden muB, daB die hemmende Wirkung 
des SO,’ nur in konzentrierten Lésungen zehnmal so stark wird wie 
die des Nitrates, dagegen in verdiinnteren Lésungen geringer ist, womit 
ein neuer Beweis dafiir erbracht ist, daB es sich in diesen Fallen nicht 
um eine einfache Superposition der hemmenden und férdernden Wir- 
kungen handelt, sondern um wahre Ionenantagonismen im Sinne 
von J. Loeb. 

















5. Antagonismus zwischen NO, und CI’. 

Auch zwischen diesen beiden Ionen konnten antagonistische 
Wirkungen nachgewiesen werden, da aber die Wirkung beider verhiltnis- 
maBig schwach ist, eignet sich die bei diesem Versuch benutzte Eprou- 
vettenmethode nicht gut fiir das Erhalten quantitativer Daten, so daB 
von der Mitteilung von Zahlenwerten in diesem Falle abgesehen 
werden soll. 
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6. Antagonismus zwischen J’ und Cl’ bzw. Br’ und Cl’, 
Tabelle V. 
(leem 1 proz. HJQO;, 0,5em konz. H,SO, 1: 10). 
———— Zeit in Sekunden bis zur Jodabscheidung. 4 
A 
a) i 
leem KJ n/200 + 4cem Aqua dest. ........ 6" 
1 , KJ n/200 +1 , KCl n/2+ 3ccm Aqua dest. 15 3 
1 , KJ n/2000+4 , Aquadest. ........ 128 ' 
1 , KJ n/2000+ 1 , KCl n/2+ 3ccem Aqua dest. 143 
2 , KJ n/2000+3 , Aquadest. ........ 81 
2 , KJ n/2000+ 1 , KCl n/2 + 2ccm Aqua dest. 86 
3, S., Be newee-+2 , Aqusideah........ 60 
O; 3, KJ n/2000+ 1 , KCl n/2+ 1cem Aqua dest. 64 
, 4., Bd neee+! ,. Aqua dest. ...42 wei 45 
eee oe: ae > 5: re 49 
1 , KJ n/2000+ 1 , KCl n/2+ 3ccm Aqua dest. 139 
2 , KJ n/2000+2 , KCln/2+1 ., Aquadest. 82 
ee a. US eee 3! a’, rs oe ie 47 
ee ae ee oe) er 68 
] KJ n/2000 + oo a is Coe 108 : 
ni2KBr  n/20 KBr 
b) n2KCl | nj2KCl : 
MO RNR ih ica 5h Gh Sanh Hrevhuaem ay 160" — “ 
eee eee ee gc a ee 20 69" . a 
1 , KBr+1 , KCl+3ccm Aqua dest. .... 27 98 a 
1 , KBr+2 , KCl+2 , Aquadest. .... 25 101 
lL » mSeet+s., EKCi+ 1 ,. Aqua det. .... 28 95 Sa 
uk- ae Lae 28 89 a 
er- y 
ni2 KBr ; 
yh] c) nj2K Ci 3 
lig 4ccm KBr + lecm Aqua dest. ........... 10” : 
Roe TSE ERAS Ra ape re ae ee ae 11 
re eee. wee oe 12 
n, 3, KBr+1 , KCl+1cem Aqua dest... .. . 13 
ng it eR. gM Ie bea nec eeins “Seco bes 13 
Q Se ie ee A OS Ns ee ont 15 § 
1€ 2 , KBr+1 , KCl+2ccm Aqua dest...... 16 e 
it 2, KBr+2 , KCl+1 , Aquadest...... 17 4 
ht BO gs SR en ig ect sachipe pg bl ies 18 G 
ee ea es ee ea ey ee 22 
r- 1 , KBr+1 , KCl+ 3ccm Aqua dest...... 25 ; 
1e 1, KBr+2 , KCl+2 , Aquadest...... 24 
1 , KBr+3 , KCl+1 , Aquadest...... 28 
Dy a TE, wf kk ee me ee 27 
Sowohl bei J’ wie bei Br’ ist eine Hemmung nachweisbar durch : 
e Zusatz von Chlorionen. Die Wirkung des Cl’ ist bei Jodid viel geringer 
3 als bei Bromid; insbesondere, wenn die Menge des Jodids erhéht wird, 
i kann die Hemmung des Cl’ vollstindig aufgehoben werden. Besonders 4 
B bemerkenswert ist auch, daB bei Bromid auch in solchen Konzen- E 
n trationen der Cl’-Ionen eine antagonistische Wirkung zu beobachten i 


ist, wo die Cl’-Ionen allein die Reaktion beférdern, im Gegensatz dazu, 
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was bei der Mischung mit SO{ zur Beobachtung kam, wo die Cl’-Ionen 
auch in solchen Konzentrationen die SO{-Wirkung aufhoben, bei 
denen sie allein die Reaktion auch gehemmt haben. 


7. Der Ablauf der Reaktion in Gegenwart von Br’- und J’-lonen. 
Zwischen J'-[onen und Br’-Ionen konnten weder ein Antagonismus 
noch eine merkliche Beeinflussung des Reaktionsablaufes nachgewiesen 
werden, womit allerdings eine absolute gegenseitige UnbeeinfluB8barkeit 
der beiden Katalysatoren nicht bewiesen erscheint. Nur mu die 
gegenseitige Beeinflussung eine viel geringere sein, als die hier be- 
schriebenen Antagonismen. 


Mit diesen Versuchen ist also bewiesen, da die einzelnen An- 
ionenwirkungen auf einen Oxydationsvorgang sich gegenseitig auf- 
heben kénnen und da man antagonistische Ionenwirkungen beob- 
achtet, ebenso wie dies von J. Loeb1), Osterhout usw. bei Vergiftungs- 
erscheinungen beschrieben wurde. Es handelt sich bei diesen Vor- 
gingen nicht um einfache Superposition der einzelnen Ionenwirkungen, 
sondern um gegenseitige Beeinflussungen, welche sogar bei der Landolt- 
schen Reaktion manche Spezifitat aufweisen. Wenn auch im Prinzip 
die Erscheinungen mit den von Loeb beobachteten parallel gehen, 
so sind doch die Unterschiede, was den feineren Mechanismus betrifft, 
ganz wesentliche. Nur als Beispiel soll erwihnt werden, daB Loeb 
eine vollkommene Aufhebung der SO{-Wirkung durch Cl’-Ionen nicht 
beobachten konnte, wogegen bei der Landoltschen Reaktion dies voll- 
staindig zu bewerkstelligen ist. Bei Loeb hebt nur CaCl, die SO4-Wirkung 
vollstandig auf. 

Diese Unterschiede weisen jedenfalls darauf hin, daB man durch 
geeignete Wahl der Systeme eine nihere Erkenntnis der Ionenanta- 
gonismen erwarten kann und da® sich zu diesem Zwecke verhiltnis- 
maBig einfache anorganische kristalloide Reaktionen auch heranziehen 
lassen. Wie sich die ,,Neutralsalzwirkungen* in ihrem feineren Mecha- 
nismus gestalten, darauf soll auf Grund dieser Versuche nicht naher 
eingegangen werden, da man da zu sehr in hypothetisches Gebiet 
geraten wiirde; jedenfalls zeigen diese Versuche, da nicht nur die 
Wirkung der einzelnen Ionen, sondern auch ihre gegenseitige Beein- 
flussung untersucht werden sollte. Durch systematische Durcharbeitung 
dieses Gebietes wiirde man in der Weise ,,katalytische Aquivalente“ 
erhalten, welche jedenfalls von groBem biologischen Interesse waren. 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 43, 1912. 
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Chemische Blutuntersuchungen 
beim tuberkulésen Kaninchen wihrend der Tuberkulinreaktion. 


Von 
Gerhard Meyerstein. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses 
Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 


Es ist von jeher das Bestreben der experimentellen Forschung 
gewesen, dem Wirkungsmechanismus biologischer Reaktionen durch 
Erfassung ihrer physikalischen und chemischen Substrate auf den 
Grund zu kommen oder wenigstens dem Verstandnis dieser Vorginge 
durch Aufdeckung chemischer oder physikalischer Parallelismen naher- 
zutreten. Besonders ist das Blut als der Kérperbestandteil, der ohne 
erhebliche Schidigung des Organismus und verhaltnismafig leicht 
zuginglich ist, der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen, 
die sich der Methoden der exakten Naturwissenschaft bedienten. 

Trotz einer ungeheuren Literatur und zahlreicher Theorien ist 
man sich heute noch nicht iiber einen besonders markanten biologischen 
Vorgang im klaren: die Tuberkulinreaktion. Ob man die Wirkung 
des Tuberkulins auf den tuberkulésen Organismus als spezifischen, 
toxischen ansieht oder ob man sich der Uberempfindlichkeitstheorie 
anschlieBt, in keinem Falle sagt man etwas iiber die chemischen und 
physikalischen Verinderungen aus, die im K6rper vor sich gehen. 

Es lag nahe, eine etwaige gesetzmaBige Variabilitiét von Blut- 
bestandteilen, die unter anderen Eingriffen charakteristischeren Ver- 
iinderungen unterworfen sind, experimentell wiaihrend der Tuberkulin- 
reaktion zu untersuchen. 

Herr Prof. Martin Jacoby hat mich nun zu untersuchen veranlaBbt, 
welche Verinderungen der EiweiBkonzentration des Blutserums, 
sowie des Zucker- und Kochsalzgehaltes des Blutes bei tuberkulésen, 
mit groBen Tuberkulindosen geimpften Tieren auftreten. Unter- 
suchungen iiber das Verhalten dieser Blutbestandteile bei vielen physio- 
logischen und pathologischen Vorgiingen sind ja, besonders in den 
letzten Jahren, angestellt worden. 
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140 G. Meyerstein: 


Ich will hier nur kurz diejenigen erwahnen, die mit der Tuberkulinreaktion 
einen gewissen symptomatologischen Zusammenhang haben. Sandelowsky!) 
und Reiss?) fanden bei akuten Infektionskrankheiten (Scharlach, Pneu- 
monie, Typhus) eine Blutverdiinnung; sobald die Temperatur abfiel, im 
Stadium der Rekonvaleszenz, nahm das Blut wieder seine normale Kon- 
zentration an. Das gleiche beobachtete Sandelowsky*) bei kiinstlicher 
Temperatursteigerung (Warmeschrank, Warmestich) an Kaninchen; mit 
dem Steigen der Temperatur sank, mit dem Fieberabfall stieg die EiweiB- 
konzentration. Hollinger*) und Rolly und Oppermann’) beobachteten 
bei kiinstlicher Hyperthermie und bei akuten Infektionskrankheiten eine 
zum Teil betrachtliche Hyperglykaimie, und Léwy*) sah bei parenteraler 
Zufuhr von Eiwei8, zu dem er auch das Tuberkulin rechnet, ein Ansteigen 
des Zuckerspiegels im Blut; er gibt nicht an, ob das Tuberkulin gesunden 
oder tuberkulésen Menschen injiziert worden ist. 

Mit dem Wasserstoffwechsel des tuberkulésen, mit Tuberkulin be- 
handelten Menschen hat sich erst in neuerer Zeit Meyer-Bisch’) beschaftigt. 
Dieser Autor fand, da8 sich bei einer Aneinanderreihung der Morgen- und 
Abendwerte der EiweiBkonzentration des Blutserums bei gesunden und 
leicht und mittelschwer tuberkulésen Menschen eine Kurve ergibt, die 
am Morgen niedere, am Abend héhere Werte zeigt. Bei Kranken jedoch, 
die sich in einem vorgeschrittenen Stadium des Leidens befinden, sowie bei 
Patienten der ersten Gruppe, wahrend sie unter der Wirkung einer Tuber- 
kulininjektion standen, wurde der umgekehrte Kurventyp gesehen. Ferner 
sah Meyer-Bisch bei einem Teil seiner Patienten nach der Injektion Blut- 
eindickung und Gewichtsabnahme, bei einem anderen Teil Blutverdiinnung 
und Gewichtszunahme; diese hatten die bessere, jene die schlechtere Prognose. 

Fir eine Versuchsanordnung, wie ich sie vor hatte, hatten sich 
am besten Meerschweinchen geeignet, die seit jeher als beste Objekte 
fiir Tuberkulose-Tuberkulinversuche befunden worden sind. Da aber 
den Tieren an einem Tage mehrfach in kurzen Abstiinden Blut ent- 
nommen werden sollte, so muBten zu den folgenden Untersuchungen 
Kaninchen verwendet werden, bei denen auch zahlreiche Blutentnahmen 
keine technischen Schwierigkeiten machen, und auch der bei den an- 
gewandten Methoden unvermeidliche Blutverlust die Resultate nicht 
beeinfluBt. Einwandfreie Reihenuntersuchungen des Blutes kleinerer 
Tiere sind ja iiberhaupt erst seit der Ausarbeitung der Mikromethoden 
Ivar Bangs méglich geworden. 


Das Kaninchen ist verhaltnismaBig selten als Objekt fiir Tuberkulose- 
versuche benutzt worden, und besonders spirlich sind Arbeiten, die sich 
mit der Tuberkulinreaktion des tuberkulésen Tieres befassen. Im Beginn 
der Tuberkulinéra hat Popoff*) tuberkulésen Kaninchen zur Beurteilung 


1) D. Arch. f. klin. Med. 96, 1909. 

*) Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 10, 1913. 
8) D. Arch. f. klin. Med. 100, 1910. 

4) Ebendaselbst 92, 1908. 

5) Diese Zeitschr. 48, 49, 1913. 

8) D. Arch. f. klin. Med. 120, 1916. 

7) Ebendaselbst 1384, 1920. 

8) Berl. klin. Wochenschr. 1891, S. 35. 
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der therapeutischen Wirkung des Mittels zahlreiche Tuberkulininjektionen 
gemacht, ohne da es dabei zu einer typischen Fieberreaktion gekommen 
ist. Preisich und Heim') haben Kaninchen 0,5ccem Kulturemulsion -++ 0,025 g 
Tuberkulin in einer Spritze injiziert, ohne daB es dabei zu einer Temperatur- 
steigerung kam, die auch bei intravenéser Einspritzung eines Gemisches 
von 0,025 g Tuberkulin und 0,5 g Emulsion tuberkuléser Organe nicht 
auftrat. Wildbolz*) hat bei einer Reihe tuberkuléser Kaninchen positive 
Cuti- und auch Ophthalmoreaktion erzielt. Uber subkutane Tuberkulin- 
reaktionen habe ich genauere Angaben nur bei Raschke*) gefunden, dessen 
Arbeit mir leider waihrend meiner Versuche entgangen ist. Alle 25 tuber- 
kulésen Tiere des Autors (der Infektionsmodus, ob subkutan oder intravenés 
wird nicht angegeben) haben auf subkutane Injektionen von 0,025 bis 
0,25 cem Alttuberkulin positiv reagiert. Er faBt die thermische Reaktion 
als positiv auf, ,,wenn die Temperatur vor der Injektion 39,5°C nicht 
iibersteigt und nach der Einspritzung sich mindestens 0,6° tiber die gemessene 
Normaltemperatur des Kaninchens erhebt und 40°C iiberschreitet“. 

Ich infizierte zunichst zwei Kaninchen (Tier 22 und 23) subkutan 
mit 20 mg Perlsuchtbazillen*). Da 10 Tage nach der Impfung die 
regioniiren Lymphknoten haselnuB- bzw. taubeneigrof§ geschwollen 
waren, wurde 1 ccm Alttuberkulin subkutan injiziert; eine Reaktion 
erfolgte nicht (s. Protokoll I und II). Nach weiteren 11 Tagen wurde 
nochmals 1 ccm Tuberkulin injiziert, und jetzt trat eine deutliche 
thermische Reaktion auf. Bei der Sektion der Tiere, die bis zu ihrer 
Tétung an Gewicht zugenommen hatten, wurde taubenei- bzw. walnub- 
groBe Schwellung der regioniren Lymphdriisen gefunden, sowie Hyper- 
amie der Subkutis im Gebiet der Tuberkulininjektionsstelle. Da es 
nun darauf ankam, einen méglichst akuten Tuberkulinschock zu er- 
zielen, wurde der benutzte Perlsuchtbazillenstamm einer Tierpassage 
unterzogen und dann 2 mg davon einem etwa 2 kg schweren Kaninchen 
intravenés injiziert. Das Tier ging nach 10 Tagen ein, die Sektion 
ergab unzihlige miliare Tuberkel in den Lungen; die tibrigen Organe 
waren makroskopisch frei von Tuberkulose. In den folgenden Ver- 
suchen wurde stets dieser neu gewonnene Bazillenstamm benutzt, von 
dem jedesmal 0,5 mg intravenés (Ohrvene) injiziert wurden. Die 
Tuberkulininjektionen wurden bei Tier 282 und 6 acht Tage, bei Tier I 
9 Tage, bei Tier II elf Tage nach der Infektion vorgenommen, nachdem 
bei allen bis auf Tier II eine deutliche Gewichtsabnahme (bis zu 14°, 
des urspriinglichen Gewichts) zu verzeichnen war. Tier 282 zeigte 
keine thermische Reaktion, wihrend bei allen anderen Tieren ein 
Temperaturanstieg von 0,9 bis 1,9°, wie er von Raschke als Zeichen 
der Fieberreaktion postuliert wird, eintrat. Zu einem Tuberkulinschock, 


1) Zentralbl. f. Bakterologie 1902, 8. 31. 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1908, S. 11. 

8) Inaug.-Diss. Leipzig 1911. 

4) Die Bazillenstémme wurden von Frau Prof. Lydia Rabinowitsch 
freundlichst zur Verfiigung gestellt, die auch die Impfungen vornahm. 
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Z d. h. Temperatursturz und Tod in der Reaktion ist es bei keinem der 
Tiere gekommen. Sie gingen durchschnittlich 17 Tage nach der In- 
fektion unter stetem Gewichtsverlust ein und zeigten bei der Sektion 
simtlich das gleiche pathologisch-anatomische Bild: miliare Tuberkulose 
der Lungen, ein- bis dreimarkstiickgroBe Hyperimie an der Stelle 
der Tuberkulininjektion. 

Die Untersuchung des EiweiBgehalts des Blutserums wurde mit dem 
Pulfrichschen Refraktometer nach der Vorschrift von Reiss vorgenommen. 
Es wurde etwa 1 ccm Blut aus der Ohrvene entnommen und in einem kleinen 
Glasréhrehen von etwa 0,3 cm Durchmesser aufgefangen. Der Blutkuchen 
wurde vorsichtig abgestochen, nach ungefihr einstiindigem Stehen im 
Risschrank zentrifugiert und der Brechungsindex bei 17,5° Wassertemperatur 
in der iiblichen Weise bestimmt und auf Eiwei8prozent umgerechnet. 
Hier wie auch bei der Bestimmung des Blutzuckers und Blutkochsalzes 
wurde je eine Blutentnahme beim gesunden Tier und nach der Injektion 
mit Tuberkulose gemacht, ferner 2, 4, 6, 24 Stunden nach der Tuberkulin- 
injektion. Blutzucker und Blutkochsalz wurden mit den Bangschen Mikro- 
methoden bestimmt. Als Normalwerte des Kaninchens sind zu betrachten 
fiir Blutzucker 0,1°/), fiir Blutkochsalz 0,5°/,, fiir die EiweiBkonzentration 
des Blutserums 6,5 °/5. 

Versuchsprotokolle. 
I. Kaninchen 22. 





Blut- Serums 


Blut 
kochs konzens 
Datum aucker  “calz tration 


ee 2 a g 


ems 
peratur Gewicht Bemerkungen 


27. X. 1921 0,108) 0,50 | 6,23 | 39,2 | 2100 
80. x. — nate pis a — Subkutane Infektion mit 
20 mg Perlsuchtbazillen 











7.XI. 0,118 0,49 | 6,56 | 39,1 | 2090 
9. XI. — ei hs — | 2250  haselnuBgroBes ene: 
driisenpaket in der linken 
| |  Leistenbeuge. 
9am ; o— - — 39,0; — 1 cem Alttuberkulin sub- 
kutan. 





llam 0,099! 0,49 | 6,58 39,2) — 
lpm | 0,102| 0,50 | 6,74 | 39,1 | — 
3pm | 0,98 | 0,46 | 6,47 | 39,2) — 



















































































10, XI. 0,121) 0,46 | 6,12 39,3 — 
19. XI. 0,119} 0,50 | 6,33 | 39,2 | 2210 
21. XI. — = — — | 2150  TaubeneigroBer Lymph- 
driisentumor in der lin- 
ken Leistenbeuge. 
9% m — — _~ 38,6 — leem Alttuberkulin sub- 
kutan. 
114m 0,098; 0,47 6,34 38,9) — 
; lpm 0,112; 0,46 | 6,20 40,2 —_ 
F 3pm _—:0,099! 0,47 | 6,75 | 40,2 | — 
t 22. XI. 0,109 0,49 | 6,34 | 39,0 | 2050 
i 24. XI. — — — — 2280 Tétung. 















Sektionsbefund: WallnuBgroBe, zentral verkaste Lymphdriisenpakete 
in der linken Leistenbeuge. Hyperimie der Tuberkulininjektionsstelle. 
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II. Kaninchen 23. 





.X. 1921 0,108! 0,46 6,56 | 39,1 1900 


Blut- | Serums 


Blut kochs | konzen- Tems Gewich 
: , . ewicht >merk . 
Datum zucker salz | tration | Pemetur | Bemerkungen 
%p 9% %y 0C g 


Subkutane Infektion mit 
20 1g Perlsuchtbazillen. 
XI. 0,110 0,47 6,75 39,2 2175 Fast wallnuBgroBer Driisen- 
tumor in der linken 
Leistenbeuge. 


03 ~~ — -— — 2170 Leem Alttuberkulin = sub- 


kutan. 
9a m -— — _— 39,0 
llam 0,093 0,51 6,12 | 39,3 
lpm 0,105 0,54 6,12 | 39,5 
3P m 0,115 0,53 | 6,33 | 39,5 — 


10. XT. 0,119 0,50 | 6,75 | 38,9 | 2070 
19. XI. 0,121 0,46 6,71 | 39,0 2140) | 
21. XI. - - - 2080 | Uber wallnu8groBen Tumor 
in der linken Leisten- 
beuge. 
9am _- - 38,8 _ leem Alttuberkulin sub- 
kutan. 
1lam 0,120, 0,47 | 6,54 | 39,0 — 
Ip m 0,111) 0,48 | 6,12 | 40,3 ~ 
3P m 0,115: 0,47 | 6,54 | 40,2; — 
22. XI. 0,123; 0,50 | 6,63 | 39,2 _ 
24. XI. — —_ — — 2190 Totung. 


Sektionsbefund: Uber walnuBgroBes, zentral verkistes Lymphdriisen- 


paket in der linken Leistenbeuge. Hyperimie der Tuberkulininjektionsstelle. 
Innere Organe makroskopisch frei von Tuberkulose. 


Ill. Tier 6. 





Blut- | Serums 


Bluts  koch+ | konzens Tem: Gewic 
Datum zucker cake tration | Petatur sewicht Bemerkungen 
% Fy Fo 0C } zg 
18. I. 1922 0,089; 0,50 6,33 38,6 , 2200 
19. 1. —_ — : - Intravenése (Ohrvene) In- 
jektion von 0,5 mg Perl- 
suchtbazillen. 
25. I. 0,099 0,51 6,54 | 38,9 2050 Starke Dyspnoe. Gute 
FreBlust. 
97. I _ _ — _— 1960 


bo 
1 OO 


~ 


1,5ceem Alttuberkulin sub- 
kutan. 


9am = — — 38,6 


llam 0,092 0,46 6,64 39,0 — 
Ipm 0,116, 0,46 6,96 39,2 _ 
3P m 0,111. 0,47 | 6,64 | 39,5 _ 
Le 0,109 0,51 6,96 39,0 _ 
Il. — — _ — 1760 Exitus. 


Sektionsbefund: Miliartuberkulose der Lungen. Die iibrigen Organe 
frei von Tuberkulose. Starke Hyperimie der Tuberkulininjektionsstelle. 
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G. Meyerstein: 


IV. Tier 282. 





s | Se 
Blut Blut Serums 


D ¢ kochs konzens ae Gewicht : 
atum zucker salz | tration | Petatur |Sewlc Bemerkungen 
Of, 0 . Of, 0C g 


18. I. 1922 | 0,101; 0,48 | 6,23 | 38,9 | 2150 


19. I. Intravenése Injektion von 
0,5 mg Perlsuchtbazillen. 
25. I. 0,101 0,50 | 6,12 | 39,1 | 1820 Starke Dyspnoe, geringe 
FreBlust. 
27. I. — - _ — | 1790 
94am — —- | — 38,9 | — 1,5cem Alttuberkulin sub- 
| kutan. 
11am 0,126; 0,47 | 6,40 | 39,0; — 
lpm 0,119) 0,46 | 6,64 39,1 a 
3P m 0,120 0,45 | 6,99 39,0) — 
26. I. 0,121; 0,49 | 7,20 39,2 — 
Me: — — ~ — | 1650 Exitus. 


Sektionsdiagnose: Ausgebreitete Miliartuberkulose der Lungen. Die 
anderen Organe frei von Tuberkulose. Starke Hyperiimie der Tuberkulin- 
injektionsstelle. 


V. Kaninchen I. 





Blut- Bints | Serums 
kochs | konzen- 
salz tration 


% be 0 ly oC 


ome 
Datum zucker peratur, Gewicht Bemerkungen 


8s 


10. II. 1922 0,109 0,49 6,16 38,9 2080 


11. I. -- — — - 0,5 mg Perlsuchtbazillen 
intraven6s. 
19. IT. 0,119) 0,46 6,33 | 38,9 1810 
20.11. 98m) — — _ 38,5 -- 1,5cem Alttuberkulin sub- 
kutan. 
1lam 0,106 0,47 6,34 39,6 — 
lpm 0,110 0,50 6,18 40,0 _ 
3Pm 0,109 0,52 6,12 40,3 _ 
21. Th. 0,121 0,54 6,55 39,6 -- 


26. 11. — — — — — Exitus. 


Sektionsdiagnose: Miliartuberkulose der Lungen. In den anderen 
Organen keine Tuberkulose. Starke Hyperamie der Tuberkulininjektions- 
stelle. 


Zusammenfassung. 

Von sechs Versuchstieren haben also, wie sich aus den Tabellen 
ergibt, fiinf auf Tuberkulininjektion positiv reagiert, die subkutan 
infizierten Tiere 22 und 23 erst bei der zweiten Injektion. Tier 282 
hatte keine thermische Reaktion, die Temperatur von Tier 6 stieg 
innerhalb von 6 Stunden um 0,9°, so daB ich, obgleich 40° nicht iiber- 
schritten wurden, eine positive Reaktion annehmen mochte. 

Die chemischen und physikalischen Untersuchungen des Blutes, 
wie ich sie in der vorliegenden Arbeit unternommen habe, haben also 
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VI. Kaninchen II. 





Blut- | Serums 
Blut- kochs | konzens 
salz tration 
of, of of, 0C g 


n 
Datum zucker peratur Gewicht Bemerkungen 


fi ) 


10. If. 1922 0,108 0,50 5,91 39,1 | 2130 


11. IL. — - 0,5 mg Perlsuchtbazillen 
intraven6os. 
22. II. 0,111 0,51 | 6,28 39,2 | 1970 
23.11. 99m — - _ 39,0 — 1scem Alttuberkulin sub- 
kutan. 


114m 0,112 0,47 6,13 39,2 -- 
Ipm 0,105 0,50 6,35 41,2 
3P m|| 0,110; 0,52 6,57 | 41,2 
24. II. 0,109 0,54 6,04 39,4 
3. REs. — - 


Sektionsdiagnose: Miliartuberkulose der Lungen. In den anderen 
Organen keine Tuberkulose. Hyperaimie der Tuberkulininjektionsstelle. 


Exitus. 


ergeben, daB beim tuberkuldsen, mit groBen Tuberkulindosen gespritzten 
Kaninchen in der beschriebenen Versuchsanordnung eine Anderung in 
den Blutzucker-, Blutkochsalz- und Blutserumkonzentrationswerten parallel 
mit der Fieberreaktion nicht eintritt; es traten nur geringe Schwankungen 
um die normalen Durchschnittswerte auf. Die Klairung der Frage, 
ob sich Verinderungen anderer Blutbestandteile als der von mir unter- 
suchten finden, oder ob diese Verinderungen in ihrem Ablauf an eine 
so steile und zeitlich so eng begrenzte Kurve gebunden sind, daB sie 
in meiner Versuchsanordnung nicht getroffen wurden, mu} weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. Die letztere Annahme wird 
durch manche Ergebnisse der letzten Jahre nahegelegt, die das 
rapide Kompensationsbestreben des tierischen Organismus auf Ein- 
griffe in seinen Chemismus zeigten. Ich glaube, daB es das Ergebnis 
dieser Arbeit gewesen ist, die Frage der physikalisch-chemischen 
Substrate der Tuberkulinreaktion von einer Seite her begrenzt zu 
haben. 
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Studien zur Zellatmung. 


l. Mitteilung. 
Beitrige zur Atmung der Hefezellen. 


Von 


P. Rona und K. Grassheim, 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. August 1922.) 


Mit 22 Abbildungen im Text. 


Bei den Untersuchungen iiber den Einflu8 gewisser Gifte auf 
den Atmungsvorgang lebender Zellen und die Permeabilitét der 
Zellmembran war es vorerst nétig, die Atmung der betreffenden 
Zellen unter physiologischen Bedingungen genauer kennen zu lernen 
und den EinfluB des Milieus auf die Zellatmung méglichst eingehend 
zu studieren. Wir fiihrteh unsere diesbeziiglichen Vorversuche an der 
Hefeart Torula pulcherrima aus, da diese Heferasse die gleichmaBigsten 
Resultate gab und von allen uns zur Verfiigung stehenden Arten 
sich am besten in der Fliissigkeit verteilte. Die Hefe, taglich frisch 
vom Nahrboden entnommen, wurde stets dreimal mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen, die nach dem Zentrifugieren iiberstehende 
Fliissigkeit abpipettiert'). Die Atmung der Zellen wurde nach der 
von O. Warburg) beschriebenen Methode gemessen. Die Gesamt- 
menge der in den AtemgefiiBen befindlichen Flissigkeit betrug 10 ccm: 
4ccm Hefesuspension (Aufschwemmung in 0,9 proz. Kochsalzlésung), 
5cem Puffergemisch, dann als Absorptionsfliissigkeit fiir die CO, im 
Innenbehalter 1 ccm 20 proz. (in einigen Versuchen 10 proz.) NaOH. 
Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt des Hahnschlusses nach 
erfolgtem Temperatur- und Druckausgleich gerechnet. Es wurde bei 
30° in einem groBen Wasserbad mit stindiger Riihrung gearbeitet. 


1) Die Fortfiihrung der Kulturen geschah in der bakteriologischen 
Abteilung des Pathologischen Institutes. Wir sagen dem Vorstand der 
Abteilung, Herrn Dr. Kuczynski, unseren besten Dank fiir die freund- 
liche Unterstiitzung unserer Arbeit. 

2) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230 (1919). Vgl. auch P. Rona 
und E£. Bloch. Ebenda 128, 174. 
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I. Zuerst muBte der BinfluB der H’- lonenkonzentration auf dic 
Atmung der Hefezellen genau festgestellt werden. Meyerhof') hatte 
gefunden, da bei seiner Acetondauerhefe ein scharf ausgeprigtes und 
nach beiden Seiten steil abfallendes Optimum fiir die Atmung be- 
steht, das zwischen py 6,5 und 7 lag. Bei den Vogelblutkérperchen 
konnte ein solches scharfes Optimum fiir die Atmung nicht beob- 
achtet werden?). — Wir versetzten zur Lésung dieser Frage fiir 
unsere Hefezellen die Zellsuspension mit Puffergemischen von ver- 
schiedenem py und verglichen die Atmungsintensitét in den ver- 
schiedenen Proben. Die Messung des py erfolgte stets elektrometrisch. 

Wir geben zunachst die Versuche mit Acetatpuffergemischen 
wieder. 

1. Versuch. 26. Mai. (Abb. 1.) Kultur vom 23. Mai. 

In den AtmungsgeféBen I und II py, = 6,6. In den Atmungs- 

gefaBen Ili und IV py = £,09. 


Beginn 11h 25’. 





Zeit I I Ill IV 
11h 35! 4,42 4,49 4,51 4,36 
11 46’ 9,9 10,2 9,94 9,65 
12 0 17,0 17,47 17,22 16,89 


Bei allen Kurven sind auf der Abszisse die Zeiten, auf der Ordinate 
die verbrauchten Mengen Sauerstoff in Kubikzentimetern angegeben. 
Die Zahlen in den Tabellen bedeuten stets Kubikzentimeter O,-Ver- 


brauch. 
Die Atmung bei py 6,6 ist also die gleiche wie bei py 5,09. 
2. Versuch. 26. Mai. (Abb. 2.) Kultur vom 23. Mai. 
In Lu. If py = 5,09. In lu. IV py = 4,11. 
Beginn 15 30’. 





Zeit I II Il IV 

nay || 52 5.14 3.99 4.14 
150 || 9,78 951 7.99 8.29 
20 | 1614 | 1491 12°50 1287 
27  +&'|| 1887 1850 | 16.09 16.30 


In einer Lésung von dem py 4,11 hetragt somit die Abschwichung der 
Atmung gegeniiber dem Optimum 15,5°/, nach 30 Minuten Versuchs- 
dauer. Diese Zeiteinheit wurde auch in den folgenden Versuchen der 
Berechnung der Prozentzahlen fiir die Verminderung der Atmung zu- 


grunde gelegt. 


1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 170, 370, 1918. 
2) P. Rona und E. Bloch, |. ec. 
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3. Versuch. 


In Il u. II py = 3,88. In III u. IV pg = 5,78. 





P. Rona u. K. 





Grassheim : 
27. Mai. (Abb. 3.) Kultur vom 23. Mai 


Beginn 1h 35’. 






















Zeit 


1h45/ 

1 57 

2 6 

2 13 
Bei Pu 





~ 
a 


2 — 
10 
| 
8 er a 
| 
6 } 
TEoan Cot 
2 + 
| 
| 

















he MIS 7945 7955 7705 
Abb. 1. 


4. Versuch. 


In Lu. I py = 3,72. In I u. IV py = 4,89. 



































I Il il IV 
| 22) 2,31 3,48 3,86 
| 6,28 6,17 8,50 8,90 
| O86 OF6 12.81 12,91 
} 11,99 | 12,20 15,78 16,1 
3,38 = 24,8°/, Atmungsverminderung. 
20 
8 
16 16 
4 | — mM 
12 12 
10 }—- 70 
8 8 
6 6 
4 4¥ 
2 2 
0 i de oO 1 | 
730 740 730 2090 7% 135 44S 755-905-995 








Abb. 2. Abb. 3. 
30. Mai. (Abb. 4.) Kultur vom 26. Mai. 


Beginn 11h 16’. 















Zeit 


11h 31’ 
ll 40 
ll 51 


Bei Pu 


5. Versuch. 30. Mai. (Abb. 5.) Dieselbe Kultur. 
In I u. Il py = 4,88. In III u. IV py = 7,14. 


eee T lt IV 





| zo | 77 | 963 9.25 
|) 11,41 11,80 | 15,37 14,87 
| 15,95 15,82 | 21,52 20,73 


3,72 = 24,7°/, Atmungsverminderung. 





Beginn 1h 17’. 








Zeit 


1h 28 
1 41 
1 50 


Bei py 


7,15 = 31,2°/, Atmungsverminderung. 






I Il Il IV 
| 5,98 5.65 7.58 | 751 
10,95 10,28 14,76 14.23 
13.74 12/99 19.68 | 18.95 











SL 
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6. Versuch. 31. Mai. (Abb. 6.) Kultur vom 26. Mai. 
In Lu. I py = 4,71. In IIL u. IV py = 7,60. 


Beginn 11h 45’. 





Zeit 


11h 55’ 
12 6 
12 37 
12 49 


I Il ll IV 
431 4,36 3,38 3,14 
9,78 10,02 6,97 7,66 
24,80 25,05 15,58 — 
29,92 29,81 18,45 
Bei py 7,60 = 33,8°/, Atmungsverminderung. 
sn oon an T 
28 + + ' ‘ + 1 





22 ] | |x 


| ee Ee coe Y 


78 + t 

| | 
16 + Tx 17 
ae = t 


12 r fj 
| 
| j 
10|—_—_1—_|-_#_+_ 
wri 








| 
2 $f $f —— 
Esti 





0 | i 
1 26 =36 7746 7756 
Abb. 4. 
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mM 


12 


10 


7. Versuch. 

















| ee ee ee eee 
79? 2745 9455 2% 275 17 25 12 35 125 


Abb. 5. Abb. 6. 
1. Juni. Kultur vom 29. Mai. 


In Iu. Il pq = 4,70. In III py = 4,85. 


Beginn 11h 2’. 





Zeit 


1}h 14’ 
1! 35 
11 42 


I] 
| 


8. Versuch. 
In lu. Il py 


I lI Hl 
10,13 10,53 10,60 
19,45 19,78 19,47 
23,76 23.88 23 82 


1. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
= 4,70. In III u. IV py = 4,99. 
Beginn 1h 2’. 





Zeit 
hig || 
1 32 «|| 
1 45 


I Il Il IV 


9.23 937 | 963 | 9,50 
15,37 15,54 | 15,70 15,2 
21.78 21.71 | 2220 | 21,73 


Atmung optimal. 


Ft he. RE hy ee aE ee 





























P. Rona u. K. Grassheim: 


9. Versuch. 2. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
In Iu. I py = 4,70. In II py = 5,10. 
Beginn 11h 47. 





Zeit I Il ill 
11h 57’ 4,19 4.23 4,30 
2°38 4 8,15 8,22 8,09 
12 20 12,51 12,59 12,91 


Atmung optimal. 


10. Versuch. 2. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
In [1] Pu = 4,70. In II u, IV Pu 5,42. 
Beginn 1h 14’. 





Zeit I Il Ill IV 
Lh 24’ 3,14 2,87 3,21 
1 32 5,65 5,53 5,79 





11. Versuch. 12. Juni, Kultur vom 30. Mai. 
In Iu. I py = 5,02. In II u. IV py = 5,85. 
Beginn 11h 2’, 
11h 20’ ist noch in keinem der Manometer eine Druckdifferenz be- 
merkbar. Die 14 Tage alten Zellen atmen nicht mehr. 


12. Versuch. 12. Juni. Kultur vom 6. Juni; 








sel ee a a | 1 T) sonst genau dieselben Verhialtnisse wie in Ver- 
28}-—4 — / such 11. 
| = Beginn 19. 
26 |-——+ — rf ae ' 
2y ee Zeit I T TH IV 
eB 
sas FSi ee 1ho2’ || 629 6,68 6,25 601 
} 20 + ——+--—-4 + 1 35 | 13,28 13,1] 13,12 12,73 
| 2 7 || 3025 | 2955 | 2998 ? 
18 | 





Atmung optimal. 


Zu den Versuchen 8 vgl. Abb. 7. 








13. Versuch. 13. Juni. Kultur vom 6. Juni. 
In T u. IT Pu = 4,66. In IIT u. IV Pu = 5,55. 
Beginn 11h 13’. 

















Zeit I Il Hl IV 

















bid ines’ || 303 | 308 348 | 3,21 
a | 11 42 | 8,66 8,73 | 9,22 8,58 
Oa ea ee =—Ssi«<i 80s ]s«:10,25 || «(10,28 | =1007 10,36 


Abb. 7. Atmung optimal. 
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14. Versuch. 15. Juni. Kultur vom 13. Juni. 


In Iu. Il py = 5,05. IIT u. IV py = 6,14. 


Beginn 1h45/. 





Zeit I Il Ill IV 
1h §7’ 9,55 9,76 10,04 9,72 
2 14 21,90 22,35 22,55 21,95 


Atmung optimal. 


Die folgende Abb. 8 gibt die Resultate mit Acetatpuffergemischen 
im Zusammenhang wieder. Das Optimum liegt, wie ersichtlich, 


zwischen 4,5 und 6,6 
PH %; PH‘, mmx xy ak 1 
’ edie waa iia ena t 











es ist also auch fiir lebende “~-——; 
Hefezellen viel breiter als das, ,, | L\ | | Bouse oe ae 
welches Meyerhof fiir seine — by Be ; | | "7 
Acetondauerhefegefundenhatte, am ie as ee) ed a 

Nach beiden Seiten fallt dann 4, Recah Liceaty Ne 
die Atmung ziemlich steil und % Se bia 
sowohl im sauren als auch alka- “", ¢_ 45 S$ §5 6 65 7 75 8 
lischen Gebiet gleichmaBig ab. a Abb. 8. 


Il. Das Alter der Hefe und sein Einflu’ auf die Abhingigkeit der Atmung 
von der H-lonenwirkung. 

Das ,,Altern’: der Zellen ist einer derjenigen Faktoren, die sowohl 
fiir die Funktion als auch fiir die Atmung eine wesentliche Rolle 
spielen. So hat schon Meyerho/ feststellen kénnen, daB bei seiner 
Acetonhefe die Atmung in einigen Monaten stark abnahm., 

Zur Beantwortung der Frage, innerhalb welcher Zeit die Atmung 
lebender Hefezellen zuriickgeht bzw. verschwindet, sei auf den Ver- 
such 11 bei den Acetaten hingewiesen; bei der 14 Tage alten Kultur 
war keinerlei Atmung mehr vorhanden. Doch schon einige Tage vor 
dem volligen Verschwinden der Atmung nimmt die Atmungsgrélie — 
wie folgende Versuche zeigen werden — stark ab. 

Die Frage, welchen Einflu8 das Alter auf die Abhingigkeit der 
Atmung von dem |H} auszuiiben vermag, wurde auf folgende Weise 
beantwortet: An einem Tage wurde eine Kultur auf etwa 30 Flaschen 
mit oben angegebenem Nihrboden médglichst gleichmaBig tiberimpft 
und nun jeden Tag drei neue Flaschen fiir die Versuche entnommen, 
so daB also jeden Tag von demselben Stamm eine um einen Tag 
altere Kultur benutzt wurde. Als Pufferlésung diente Phosphatgemisch 
‘39 molar. Die erste Lésung war ein Gemisch von 1 : 0,076 primar 
:sekundar; ihr py betrug 5,82. Dieses py, wurde gewahlt, weil es 
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nach zahlreichen Versuchen als sicher innerhalb der optimalen 
Reaktionsbreite fiir die Atmung liegend erkannt worden war. Die 
zweite Lésung war ein Gemisch von 1:10, ihr py war 7,55. 
Nach Beendigung des Versuches wurde die Gesamtlésung (Hefe- 
suspension + Puffergemisch) nochmals elektrometrisch gemessen. 
Es stellte sich dabei heraus, daB das py dann in ganz geringem 
Umfang variierte. So bei Lésung [I zwischen 5,71 und 5,79; bei II 
zwischen 7,49 und 7,54. 

Wir benutzten hier stets 4ccm Hefesuspension, 5ccm Puffer- 
gemisch und zur Adsorption der COQ, lecm einer 20proz. NaOH. 
Die Hefe war in einer 0,9 proz. NaCl-Lésung aufgeschwemmt, deren 
pu 6,12 war. 

Da nach einem Tage die Kulturen durchweg noch nicht geniigend 
gewachsen waren, wurde als erster Versuchstag der zweite Tag nach 
der Uberimpfung gewahlt. 





15. Versuch. (Abb. 9.) Kultur 2 Tage alt. 


In Manometer I Lésung I + Hefesuspension. 
In Manometer II Lésung II + Hefesuspension. 


Beginn 2h 20’. 


























16. Versuch. 4. Juli. 


Kultur 3 Tage alt. (Es wurden bei diesem Ver- 
such nur zwei Flaschen Hefekultur verwandt.) 





26 OvVerbrauch ccm 
Zeit 
I Il 
2u b+ 
| | 230s]. 839 
va) lin atl tx 4 8 236 | 1448 11.82 
| 246 || 2144 | 16,79 
od Beate ewer © eee Some 253 | 2556 | 1933 
w a amin nae Durchschnittliche Verminderung der Atmung in 
Hi " | II gegeniiber I 20°/,. 
an | Wo nicht anders vermerkt, ist auch in den 
ee Ms | folgenden Versuchen dieselbe Anordnung bei- 
4 behalten. 
rb 12+}——+ 



































8 

1 Beginn 1h 26’. 

A : O.Verbrauch ccm 

F Zeit —_——- 

iz I 11 

ie 4 I 

= Inga’ |S 3.69 2.87 
1 45 6,53 4,97 
1 55 | 9,08 6,74 





Abnahme in IT: 24°/,. 
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17. Versuch. 
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5. Juli. Kultur 4 Tage alt. (Abb. 10.) 24 




















K 
Beginn 1h 26’. 
22h t t 
OvsVerbrauch com | 
Zeit 20}-—+—+- 
I Il 
18 +___ - — -— +4 
1h 36’ 951 7.40 } 
1 46 16,47 12.48 16} —+—F 
1 56 23,28 17,68 | fi / 
Abnahme in II: 23,4°/,. Pe 
18. Versuch. 6. Juli. Kultur 5 Tage alt. 172|—-+ { 
Beginn [1h 11. / 
0 oo 
O.Verbrauch ccm / 
Zeit . — 
I II 
11h24’ | 6,24 4,88 a T 
11 41 || 14.50 8.61 ie 
1155 || 1959 . 15,02 0 aa om 
Zz 9¥ | 21,44 16,57 
iaika 24 
Abnahme in II: 24,5°/). | 
19. Versuch. 7. Juli. Kultur 6 Tage alt. On 738 “a 756 
Beginn 11h 39’. Abb. 10. 
Oy Verbrauch ccm 
Zeit 
| I ll 
11h 49 5,65 5.39 4.19 
12 9 14,76 14,20 11,27 
12 29 18,94 18,37 14,14 


Abnahme in IL: 22°/. 


20. Versuch. 8. Juli. Kultur 7 Tage alt. 
Beginn 11h, 





OvwVerbrauch ccm 
Zeit 


I I Il 
Ljh 25’ 12,90 13.16 8.84 
1l 34 15,49 15.05 11.05 
ll 54 | 20,29 20.16 14,91 
i at} 23,49 23.19 17,68 


Abnahme in II: 26°,,. 


21. Versuch. (Abb. 11.) 10. Juli. Kultur 9 Tage alt. 


Beginn: 11h 16’. 











Oy Verbrauch ccm 
Zeit 
I II 
11h 26’ 2,58 1,98 
1} 37 4,42 331 
11 47 6,15 4,42 
an oe | 7,62 5,75 0 pail 
Abnahme in II: 25,2°/ . mE 9h 798 p17 7758 


Abb. 11. 
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22. Versuch. (Abb. 12.) 11. Jwi. Kultur 10 Tage alt. 
Beginn 11h 38’. 





OpyVerbrauch cem 


LA ; 
6 t t ar Zeit 
re” I I i 











- 

4 t LZ 

we a 11h55' Noch keine meBbare Atmung vorhanden 
2} 44 | 12 15 5,28 5,39 4,64 

Be 12 23 6,27 6,39 5,65 
a, L is wes 12 38 6,88 6,95 6.40 
ee Hemmung: 9°/,. 

Abb. 12. 


Die eben wiedergegebene Versuchsreihe gibt ein deutliches Bild 
von dem EinfluB des Alterns auf die Atmung. Sie zeigt zunichst. 
das die reine H-Ionenwirkung bei zunehmendem Alter der Hefe 
bis fast zum Schlu8 der Reihe unbeeinfluBt bleibt, denn die geringen 
Abweichungen der gefundenen Hemmungsprozentzahlen unterein- 
ander miissen als innerhalb der: Fehlergrenze liegend bezeichnet 
werden, zumal sie in keinem bestimmten Verhaltnis zur Zeit stehen. 

Weiterhin wird aber die Abnahme der AtmungsgréBe mit dem 
Alter deutlich sichtbar. Vergleicht man die Kurven der Versuche 15 
und 17 mit denen der beiden letzten Versuchstage, so tritt der 
Unterschied klar hervor. Erstens hat die Menge des verbrauchten 
Sauerstoffs wesentlich abgenommen: hierdurch ist die Héhe der 
Kurve in der Zeiteinheit an den letzten Tagen im Vergleich zu den 
ersten um drei Viertel herabgedriickt. 

Zweitens verliuft die Atmung wihrend der Dauer des Versuches 
nicht mehr regelmaBig, sondern sie wird mit fortschreitender Zeit 
immer schwacher. 


IIL. Vergleichende Untersuchungen mit Acetat- und Phosphatpuffern. 
23. Versuch. 8. Juli. (Abb. 13.) 


In I u. Il Phosphatgemisch 1:0,075 3/5, mol. py = 5,7) | a ees 
In Il Acetatgemisch }: 12,5 1/;) mol. py = 5,84 | ie wey 


Torula pulcherrima vom 1. Juli 1922 (56cm) Ieem 20°/, NaOH. 


Beginn 1h 13’. 





Zeit I II Il 
1h 23/ 6,03 639 | 8.17 
1 33 11,31 11,64 16,57 
1 45 16,97 17,46 26,07 
153 sO 20,29 20.59 33,03 


Der Versuch zeigt also, daB die gleiche Menge Hefezellen von 
Acetatpuffergemisch umgeben mehr Sauerstoff verbraucht, als wenn 














n 
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die umgebende Flissigkeit aus Phosphatgemischen von gleichem py 
besteht. Ferner ist auch hier die Atmungskurve bei Acetaten eine 





























gerade Linie, das heiBt: die 34 T / 
Atmung bleibt wahrend der ,, | I 
Versuchsdauer gleich groB; 
waihrend bei den Phosphaten 4? a 30 
(unter den vorliegenden Ver- 28 } ag 
suchsbedingungen) die Kurve 
sich mit der Zeitdauer neigt, 2° ‘eat eae 26 
die Atmung also schwacher zy = 24 
wird. 
ae ay a 22 
Zur Bestatigung der Ver- 
suchsbeobachtung wurden 20 ee ey 7 20 
weitere Versuche in demselben - / 
‘3 . es 18 
Sinne ausgefiihrt. g 
16 f 16 
' / 
24. Versuch. 10. Juli. 4 }—+_ +--+ ms 
Torula pulch. vom 1. Juli. 172 }+-—+ / | 12 
In I Phosphat 1:0,075. } 
, wn 6253 70 a 10 
Pr = Uste- / 
-¢ 
In IT Acetat 1:9. ,; ae ,? P 
pu = 5,78. 
6 H 6 
Beginn 12h 57. / 
Wt +++ 4 4 
OosVerbrauch in ccm / 
Zeit g ' Pcticesaidiod 2 
I I 
OR ql 7H 7 73% YW pe pe 787" 
1h 13! 6,81 ae ee a ea 
1 25 9,79 16,13 pag rs 
3° 07 20 55 Acetat x Acetat 
1 33 11,07 _ Phosphat Phosphat 


25. Versuch. (Abb. 14.) 24. Juli. Kultur vom 19. Juli. 


In Iu. IT Acetat 1:12,5 3/,) mol. py = 5,84. 
In III u. IV Phosphat 1:0,075 1/,) mol. py = 5,77. 


Beginn 12h 38’. 





Zeit I Il I IV 

12h 48’ 8.8] 9.17 7.54 7.50 
te: 21.29 21,94 16,32 16.48 
1 19 29.65 30,29 21,31 21,67 


DaB die Abnahme der AtmungsgréBe bei den Phosphaten nicht 
daher kommt, da8 etwa bei den Phosphaten durch Selbstgirung mehr 
Kohlensaure gebildet wird, als die zugegebene Natronlauge zu adsorbieren 
vermag, und somit die iiberschiissige Kohlensiure den wahren Sauer- 
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stoffverbrauch tiberdeckt, zeigen die folgenden Versuche. Die Zahlen in 
den Tabellen (Versuch 26 bis 23) bedeuten verbrauchte cem Oy. 


26. Versuch. In allen vier GefiBen 5cem Phosphatgemisch vom 
pu 5,84 + 4cem Hefesuspension. In den AdsorptionsgefiBchen von L[ u. 
II je leem 10proz. NaOH; in IIT und IV je lcem 30proz. NaOH. 


Beginn 11h 58’ 





Zeit I I Ill IV 
12h8 4,56 4.53 4,59 4,52 
12 18 6,04 6,09 5,85 5,91 


27. Versuch. 28. Juli. Kultur vom 26. Juli. Anordnung wie oben, nur 
in | und II 20proz. NaOH; in III und [V 40proz. NaOH. 


Beginn 1h 52'. 





Zeit I Il Il IV 

2h 6! 5,01 5,26 5,20 5,22 
2 16 8,55 8,58 8,36 8,52 
2 26 11,05 11,21 10,86 10,79 


28. Versuch. 29. Juli. Kultur vom 26. Juli. Dieselbe Anordnung. 
In lund II 10proz. NaOH | ., Sistah 
In 111 und IV 40proz. NaOH | ! 


Beginn 11h22’. 





Zeit I Il Il IV 
11h 33’ 6,49 7,12 6,47 6,61 
ll 42 10,83 11,04 11,07 10,94 
ll 52 14,25 14,36 14,52 14.27 


Diese Versuche beweisen, daB bereits durch 1 ccm einer 10proz. 
NaOH alle wahrend des Versuches gebildete Kohlensiure gebunden 
wird. Bei der von uns stets eingehaltenen Versuchsanordnung kann also 
die bei Phosphatgemischen beobachtete Atmungsabnahme nicht mit dem 
etwaigen Auftreten ungebundener CO, erklart werden. 


IV. Die Atmung bei verschiedener Konzentration 
der Phosphatpuffergemische. 
29. Versuch. 15. Juli. Kultur vom 13. Juli. 


m 5 1/5, mol. Phosphatgemisch ha 
In I] und III 1/, mol. c j Px = 5,82. 


Beginn IL1h 4. 








Zeit | I Il ll 
11h 14’ 7,25 | 7,07 7,48 
11 24 1313 | 12,81 13,23 
11 35 1808 | 17,90 18,43 
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30. Versuch. 15. Juli. Dasselbe in umgekehrter 22 






































} 
Anordnung. py = 5,85. 
Beginn 12h59’. 20 
Zeit =] rT 11 IV * 
16 
lh 9 6,02 6,53 651 6,66 
1 19 11,93 12.07 12,15 12,15 oe 
130 | 17,46 17,89 17,90 17,91 
1 37 19,92 20,02 20,11 20.4 12 | 
31. Versuch. (Abb. 15.) 17. Juli. - 
Kultur vom 13. Juli. 
In I und If ?/,) mol. Phosphatgemisch 8 
In: TE und FV OAs. ss = 
Beginn 1h32’. 6 i 
zit || 1 1 MT IV eo eo 
2 + + 
1h 42 5,58 5,76 6,58 6,74 
1 52 10,94 10,92 12,33 1231 0 
1 60 14,82 14,93 17,24 17,19 ~~ Sy 
2 5 16,53 17,03 20.38 20.69 Abb. 15. 
32. Versuch. 30. Juli. Kultur vom 26. Juli. 
In I und II 1/5, mol. In ITZ und IV */j99 mol. 
Beginn 1157’. 
Zeit I Il il IV 
11h 17’ 4,10 4.45 4,38 4.44 
ll 27 7,98 8,12 8,15 8,11 
1] 37 11,17 11,52 11,59 11,28 
33. Versuch. (Abb. 16.) 30. Juli. “ 
Kultur vom 26. Mai. | 
In I und II ¥/, mol. In ILL und IV !/;9) mol. 12 Ee ee 
Beginn 1h 34’. | * 
10 + } x 
Zeit I I il VI j ft 
hg | 4.10 4,19 3,76 4,00 Pe f | 
1 54 8,09 7,99 7.28 7.35 / 
2 4 | 10,94 | 11,00 9,82 9,75 F | 
2 14 14,13 14,15 12.54 12,48 
Es ergibt sich somit aus dicsen Versuchen, od a ae 
da8 innerhalb der Phosphatpuffergemische die 0 
1/,mol. Konzentration am giinstigsten fiir die 730 74 750 DOY 3% 
Atmung der Hefezellen ist. Abb. 16 


Im folgenden Abschnitt, der die Wirkung der H-lonenkonzen- 
tration bei Phosphatpuffern behandelt, sind anderweitig beeinflussende 
Momente, die wir auf Grund der vorher beschriebenen Untersuchungen 
als solche erkannt haben, ausgeschaltet. Diese Punkte waren: 
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1. Das Alter der Hefe: Am giinstigsten fiir die Versuche ist das 
Alter von 2 bis 7 Tagen. Wahrend dieser Zeit halt sich die Atmungs- 
gréBe ziemlich konstant, wihrend sie spiter schnell abnimmt, um 
nach 14 Tagen vollig zu erléschen. 

Wir wihlten daher fiir die folgenden Versuche Kulturen, die 
2 bis 5 Tage alt waren. 

II. Die Konzentration der Natronlauge im AbsorptionsgefiBchen : 
4 proz. Natronlauge vermag nicht alle bei der Atmung gebildete CO, 
zu binden. Dagegen geniigt hierfiir bereits 1 ccm einer 10 proz. NaOH. 

Wir wandten in den folgenden Versuchen stets 1 ccm einer 
20proz. NaOH an. 

I1I. Die Konzentration des Puffergemisches: Die Atmung erfolgt 
am gleichmaBigsten, wenn die Konzentration des Phosphatpuffer- 
gemisches = '/, mol. ist. Die Atmung schreitet nicht so geradlinig 
fort und die Menge des verbrauchten Sauerstoffs ist geringer, wenn 
die Konzentration zwischen 1/3) bis '/,9 mol. betrigt. Innerhalb 
dieser Konzentrationsbreite sind Schwankungen in der Atmungsgréfe 
nicht vorhanden. 

In den folgenden Versuchen wandten wir Phosphatpuffergemische 
von '/, mol. Konzentration an. (Die Zahlen der folgenden Tabellen 
= verbrauchte cem Q,.) 

33. Versuch. (Abb. 17.) 1. August. Kultur vom 28. Juli. 
In GefiB I u. IT */, mol. Phosphat 1:0,075 primiir: sekundaér. py = 5,57. 
In GefaB IIL u.1V */; mol. Phosphat 1: 0,5 primar: sekundir. py = 6,31 je 5cecm. 
Beginn 121’, 








12 


| Zeit I Il il IV 
er eS 12h | 4,79 5,07 4,59 4,78 
Pe 12 21 || 889 8.9 8,63 8,52 

—| 12 &% 6} 109% | We 9,86 | 10,10 


i | 
+f + —| 34. Versuch. In Tu. IT 1: 0,075. py = 5,57. 
In Ifu. IV 1 : 0,75. PH= 6,49. 














4}+— - + nd : 
Beginn 1 27’. 
2 ae 
Zeit I II Til IV 
0 
2” 2” 2° gf 137’ i 387 3,67 3,76 3,93 
Abb. 17. 1 43 5,92 5,81 5,85 6,18 
1. 1 8m 8,30 8,36 8,33 


35. Versuch. 2. August. Kultur vom 29. Juli. 
In Iu. I 1:0,1. PH= 5,59. In Hil u. IV 1:1. PH = 6,54. 
Beginn 11 39’. 





Zeit I II Il IV 
hay || 684 | 7,04 | 658 | 6,44 
12 1 | 1322 | 1336 | 1337 ? 
12 15 | 1938 1965 19,52 ? 














das 


1gs- 


um 


die 


en: 
‘0, 


1er 


he 
n 














Zellatmung. I. 159 


36. Versuch. (Abb. 18.) 2. August. Kultur vom 29. Juli. 
In Lu. IT 1:0,1. py = 5,59. In Il] u. IV 1:2. py = 6,79. 

















Beginn 4h 23’. 16 
Zeit 1 I 11 IV my 
4h 30! 3,76 3,93 3,14 3,19 ais 
4 38 7,52 7,86 6,68 ee 
445 | 11,32 11,57 9.61 10,03 10 
4 53 15,16 15,66 12,97 13,43 
14,2 Proz. Hemmung bei pj, 6,79. 8} 
| 
37. Versuch. 4. August. Kultur vom |. August. 6 
In Lu. Il 1:9,5. py = 6,16. 
In II u. IV 15:1. py =5,24. 4 
Beginn 12 34’. P £04 | 
Zeit i m | iw ol 7 
G23 y33 = YH = 53 
12h 44’ 4.67 §,22 4.98 5,30 Abb. 18 
12 54 9,22 9,82 9,43 9,74 gene 
1 4 12,54 13,07 12,96 13,1 < = py 9,99 


py 6,79. 
38. Versuch. 5. August. Kultur vom 3. August. 


In I 1:0,5. py = 6,16. In Il u. IV 30:1. py = 4,99. 
Beginn 11 32’. 





Zeit I 1 HH IV 
11h 40’ 5.54 5.64 5.91 
ll 52 12.18 — 12,20 12,16 
2 63 16.34 16.6 16,46 


Das Optimum fiir die Atmung erstreckt sich somit von py, 6,55 
bis py 4,99. Noch weiter in das saure Gebiet war eine Pufferung mit 
Phosphaten nicht mdglich. Folgende Kurve zeigt die Verhiltnisse iiber- 
sichtlich an. 


; ‘ , . , ‘ mvt Im 
Vergleichen wir diese Kurve mit der ”” ie i oe? 
‘ ° ; | | 
Atmungskurve bei Acetaten, so zeigt es | | | Py 
sich, daB die Grenze des Optimums auf | at 
o0'- + —+ | es 7 $s 
! 


T% 

der basischen Seite fiir beide zusammen- 

fillt. DaB das bei zwei so verschieden- 7% bo 

artigen Puffergemischen der Fall ist, be- en ae 
weist, daB wir es tatsachlich mit einer 

reinen Wasserstoffionenkonzentrationswirkung zu tun haben. Wir 
erinnern jedoch daran, daB, soweit die bisherigen Versuche diesen 
SchluB erlauben. der Sauerstoffverbrauch bei den Phosphaten etwa 
30°/, niedriger ist, als bei den Acetaten. 

Das ‘1 timum fiir die Atmung unserer lebenden Hefezellen liegt 
also zwischen einem py 4.5 und py 6,6. Nach beiden Seiten hin fallt 
die Atmung steil ab. Neben dieser H - lonenwirkung ist bei Zusatz 
von Acetat- und Phosphat-Pufferlésungen zu der Hefesuspension 











Abb. 19 


Set ge 


ah 


cas xin ait ij 


TS beRopi atte nas cea 


at 








160 P. Rona u. K. Grassheim: 


eine Wirkung der jeweiligen Anionen vorhanden, doch itiben dieselben 
nur auf das AusmaB der Atmung unter denselben H-lonenbedingungen 
einen geringen EinfluB aus. 


V. Der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Atmung 
geschidigter Hefezellen. 

Da wir in weiteren Untersuchungen den Einflu8 giftig wirkender 
chemischer Stoffe auf den Atmungsvorgang feststellen wollten, war 
es fiir uns von Interesse, zu wissen, ob andere MaBnahmen, welche 
die Zelle selbst schadigen, imstande sind, die durch die H-Ionen- 
konzentration geschaffenen Verhiltnisse wesentlich zu andern. 

Wir gingen dabei folgendermaBen vor: Die vom Nahrboden ent- 
nommene und gewaschene Zellensuspension wurde in ein Kaltegemisch 
gebracht, das auf —21°C gehalten wurde. Die Suspension wurde hier- 
durch vereist und darauf wieder durch Eintauchen in ein -+ 60°C messendes 
Wasserbad schnell aufgetaut. Das geschah dreimal hintereinander. Es 
ist anzunehmen, da®B durch diese Prozedur die Zellen in ihrer Gesamtheit 
schwer geschidigt werden. Da wir damit rechneten, da8 die Atmungs- 
groBe hierdurch wesentlich abnehmen wiirde, nahmen wir fiir die Ver- 
suche zunachst je zehn gut gewachsene Kulturen. Es stellte sich jedoch 
heraus, daB diese Vorsicht unnétig war. Die AtmungsgréBe derart be- 
handelter Zellen blieb nur um ein Geringes hinter der Atmungsgr6Be der 
normalen Zellen zuriick, so da8 wir mit vier Kulturen gut auskamen. 

Es wurde zunichst wieder der Einflu8 der H-lonenkonzentration 
mittels Acetatpuffergemischen gepriift. 


A. Acetate. 
39. Versuch. Abb. 20. 7. August. Kultur vom 3. August. 
In I py = 5,12. In IL py = 6,04. 
Beginn 12h 12’. 





” Zeit | iI 

12h 20’ 12.05 12,12 
12 25 20.63 20,90 
12 3) 29.18 29,46 


40. Versuch. In I py = 5,1. In II py = 6,4. 
Beginn 2h 14! 





Zeit I il 
2h 23’ 6,84 6,89 
2 30 12,3 11,91 


41. Versuch. (Abb. 21.) 8. August. Kultur vom 5. August. 
In Iu. Il py =5,15. In IIT u. IV py = 6,73. 
Beginn 12h 30’. 





Zeit I i Il | IV 
12h 38' | 10,11 1039 | 972 | 971 
12 46 || 20,17 20,43 19,14 | 19,43 


12 49 24,60 24,10 22,54 22,46 
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Dieser Punkt gliedert sich gut in die Atmungskurve der 


Acetate ein. Es ist also keine Anderung in der Wirkung der Wasser- 
stoffionenkonzentration eingetreten, wie auch die beiden folgenden 
Versuche mit Phosphatpuffergemischen beweisen. 


B. Phosphate. 


42. Versuch. Abb. 22. 9. August. Kultur vom 5. August. 
In Lu. I py = 5,41. In Ill u. 1V py = 6,67. 


Beginn 11h 41’. 







































































Zeit I I lll IV 
30 11h 50’ } 6,84 6,42 5,75 6,06 
11 59 | = 13,23 12,84 11,49 11,62 
PS eine We 12 11 | 20,74 | 20,20 18,61 18,64 
26 | 26 
24} 24} ! 
22 5 22 22 
+ eer) 20 20t- }_Ff 
78 _ 8 ‘ 78 b + + 7 
6 Rae, 16 16 + + / 
1% | 14 1% —_—}- 1 
nel : i 
T dee | - 
70 }— | 10 7 }+—- s 
} } | 
| a 8 Bb / =s 
| 
6 +--+ 6 é}——3-—+ 
4 | 4 g Ho 
2 < 2 2 7 ie —-+ 
| 
0 0 0 
23 23 28 1290 7240 7250 100 ed 
Abb. 20. Abb. 21. Abb, 22. 


43. Versuch. 11. August. Kultur vom 8. August. 
In I po = 5,4. In IL py = 5,0. 
Beginn 1h 17’. 





Zeit I ll 
Jh 25/ 4.56 4,45 
1 33 i 9,80 9,30 
1 45 | 18,6 18.4 
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Zusammenfassung, 


1. Es besteht fiir die Atmung der von uns angewandten lebenden 
Hefezellen (Torula pulcherrima) ein breites, aber scharf begrenztes 
Optimum, das zwischen p,, 4,5 und p,, 6,6 liegt. Nach beiden Seiten 
fallt die Atmung ziemlich steil ab. Es ist gleichgiltig, ob die 
H-Ionenkonzentration durch Phosphate oder Acetate hergestellt ist. 

2. Das Alter der Hefe beeinfluBt die AtmungsgriéBe. Ist die 
Kultur 2 bis 7 Tage alt, so bleibt die Atmung auf ihrer optimalen 
Hohe. Spater nimmt sie rasch ab, um nach 14 Tagen ganz zu ver- 
léschen. 

3. Vergleicht man die Atmung der Hefe bei Phosphatpaffer- 
gemischen mit der bei Zusatz von Acetatpuffergemischen, so ergibt 
sich, daB bei der angegebenen Versuchsanordnung der Sauerstoff- 
verbrauch bei ersteren um etwa 30°, geringer ist, als bei letzteren. 

4. Die Konzentration der Pufferlésung ist nicht gleichgiiltig 
fir die Atmung. Bei Phosphatpuffergemischen ist eine '/, mol. Konzen- 
tration am giinstigsten fiir die Atmung. 

5. Schidigt man die Zellen durch mehrmaliges Vereisen und 
wieder Auftauen, so wird weder die AtmungsgréBe noch die Wirkung 
der Wasserstoffionenkonzentration beeinfluBt; das Optimum behilt 
dieselbe Breite. 

Weitere Untersuchungen auf Grund dieser Vorversuche sind im 
Gange. 
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Uber das Verhalten 
von Seifenlésungen bei verschiedener H-lonenkonzentration. 


Von 


Adolf Jariseh. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 15. August 1922.) 


Der Grad des hydrolytischen Zerfalls der Seife in wisseriger Lésung 
ist bei gleichbleibender Seifenkonzentration von der Reaktion ab- 
hangig. Mit dem Grad des Zerfalls andern sich aber die physikalischen 
und biologisch wichtigen Eigenschaften der Seifenlésungen, indem die 
wasserunlisliche Fettsiure ausfillt und die Oberflichenspannung 
steigt (Botazzi). Deshalb war es bei der groBen Bedeutung, die den 
Seifen fiir zahlreiche biologische Vorginge (Himolyse, komplementire 
und antikomplementaére Wirkung, Resorption und Verwertung der 
Fette, Fermenthemmung, Zellpermeabilitét usw.) zugeschrieben wird, 
wichtig, festzustellen, wieweit die Hydrolyse bei physiologischer Reak+ 
tion geht bzw. wie sich hier Seifenlésungen physikalisch verhalten. 
In einer friiheren Untersuchung hat Verfasser bereits weitgehende 
Zerlegung der Olseife bei physiologischer Reaktion beobachtet und 
daraus geschlossen, daB es im Blute tiberhaupt keine Seifen geben 
kénne. Da diese Anschauung mit zahlreichen bestimmt lautenden 
Angaben iiber das Vorkommen von Seifen im Blute und den Organen 
in offenem Widerspruch steht, wurden die Versuche in erweitertem 
Umfange neuerdings aufgenommen. Es wurden die Versuche unter 
Anwendung verschiedener Puffersysteme auf einen breiteren Reaktions- 
bereich, py 3 bis p, 12, ausgedehnt und aufer der Olseife auch die 
Seifen der Palmitin-, Stearin-, Laurin-, Myristin- und Erucasiure 
gepriift. Ferner wurde eine Harzseife, nimlich das Siaresinolsaure 
Natrium, das mir von Herrn Professor Zinke freundlichst zur Ver 
fiigung gestellt worden war, untersucht. 

Ausfiihrung der Versuche: Die Seifen wurden aus reinsten Fettsiure- 
praparaten in alkoholischer Lésung mit wenig Wasser unter Zusatz von 
CO,-freier NaOH bis zum Beginn der Rotfarbung von Phenolphthalein und 


unter Erwirmen am Wasserbad hergestellt, getrocknet und pulverisiert. 
Zu den Versuchen wurden sie jeweils frisch in heiSem CO,-freiem Wasser 


vt ts 
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gelést und diese in der Regel wasserklaren Lésungen zu den Regulatoren 
zugesetzt. Zur Anwendung kamen Phosphatmischungen, wobei unter 
Benutzung von Phosphorséure, primairem, sekundirem und _tertiirem 
Phosphat ein Bereich von p,, 3,2 bis p,, 12 umspannt werden konnte, ferner 
i Chlorammonium-Ammoniak-, Acetat-, Lactat- und Tartratgemische usw. 
{ mit Salzkonstanz (Michaelis) um Salzeinfliisse auszuschlieBen. Die Kon- 
zentration der Seife in den Mischungen wurde niedrig (0,01 bis 0,1 %) gehalten, 
i@ einerseits weil unter physiologischen Bedingungen keine hdheren Konzen- 
ay trationen in Betracht kommen, andererseits weil groBere Seifenmengen zur 
geniigenden Pufferung héhere Puffersalzkonzentrationen erfordert hatten, 

‘ wobei Salzwirkung stérend hatte auftreten kénnen. 
An den einzelnen Mischungen wurden innerhalb der h-Reihen die Ver- 
anderungen von Oberflachenspannung, Schaumkraft und Triibung verfolgt. 
Die Oberflichenspannung wurde mit einem Stalagmometer nach T'raube 
(Wasserwert 58,57) bestimmt; die Triibungsverhialtnisse wurden in eigens 
14 angesetzten Reihen unter Beachtung der zeitlichen Umstinde registriert. 





Olsaures Natrium in Phosphatgemischen. 














ern (angendibert) | 32 | 34 | 37) 41) 45 53 | 56 | 59 | 62 65 68 
an | 2 Se MD ei diem) ee eb om | | 
m/30 prim. Na- Phosphat . 8,5 9 96 9,910 9,7; 95; 9] 8,2 | 7 5 3. ‘ 
m/30 sek. e a - |= — |03;05' 1/18)/3 5 | 66 ENa 
meow | = | = |= |= |-|-|-|-)-|-I-1- fa 
Ne. cleinis. G15% . ... 1 eS ent eee et weer ee aie 
Froofongatl ee 59,5 | 60 60,5 60,3 60,561 60,4 62 63,5 65,1 67,8 71.2 
angnech 2... Ha sistt — | i) et] 2 | t+ it] 
a 30. Pete ep ee + itt t+ 
ig Schaumkraft Se ae we et et ieee ite ie een en en 
i py (angeniihert) | 74 | 77 | 8 | 94] a7 91 | “ia | 2 
: m/30HPO,....... ee eS ee ee ee ne eee ee 
j m/30 prim. Na- heap 18; 1 | 06] — a - - 
i m/30 sek. ss 82/9 | 94) 10 99 9,7 9.6 9 : 
oy m/60 tert. “SE S.-M eth Ee Ps 0,1 03 — 1 10 
‘ Na. oleinic. 0,15 °/, aces i Wats EK | yr oe ‘aS 1 ] 
ia Tropfenzahi. ... . .. 76 (785/85 |89 | 98 | 106 | 11 | 109 F 
. Tribung nach Fk | | | S| t i he re | 
" , nh hh ee le Re ae EE + | ) 
Schaumkraft ..... i + +} + |++ 474 fore werere +++! 4+ + ) 
Somit zeigt sich, daB in Lésungen mit 0,015% Na olein. vom | 
alkalischen Ende aus die Oberflachenspannung von etwa p, 9,1 an- 


+8 gefangen ansteigt, und zwar zunichst rascher bis etwa p,, 8, dann langsamer 
bis etwa p,, 5,0, um sich von hier an bis ins starker saure Gebiet wenig 
unter dem Wasserwert zu halten. Der Zunahme der Oberflichenspannung 4 
entspricht eine Abnahme der Schaumkraft, die am stirksten zwischen 
Py 8,7 und p, 8 vermindert wird. 
Ein iiberraschendes Verhalten bieten die Triibungserscheinungen. Vom 
sauren Ende aus tritt bis p,, 3,7 sofort Triibung auf, dann bleiben einige 
Roéhrchen bis etwa p,, 5,6 vollig klar, und jetzt beginnt allmihlich ansteigend 
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und erst einige Zeit nach dem Seifenzusatze deutlich hervortretend, eine 
neuerliche Triibung, die ihr Maximum etwa im Neutralpunkt hat und auf 
der alkalischen Seite zunachst bis etwa p,, 7,4 reicht. Es bildet sich also 
im sauren Gebiete eine klare Zwischenzone, die deshalb auffallt, weil die 
niedrige Tropfenzahl und das fehlende Schaumvermégen vollige Zerlegung 
der Seife anzeigt. Bei langerem Stehen triibt sich auch die Zwischenzone, 
jedoch viel schwiacher wie die benachbarten Abschnitte, so daB schlieBlich 
ein deutliches Triibungsminimum bestehen bleibt; dabei verbreitert sich die 
Triibung bis p,, 8,7. Bei Anwendung héherer Seifenkonzentrationen triibt sich 
die Zwischenzone sofort und ist dann nur als Triibungsminimum vorhanden. 

Bei Anwendung anderer Regulatoren ergab fiir sich den jeweiligen 
Py-Bereich das gleiche Verhalten, wie folgender Versuch fiir den Bereich 


Py 8 bis py 11 zeigt. 


Olsaures Natrium in Chlorammonium-Ammoniakgemischen. 








| 

| 

n/10 Chlorammonium . . | 1 ho§ 
n/100NH,OH ..... 0,3, 0,6} 12) 24) 48 


Tribung nach 37”... . 


98 | 101 | 104 | 10,7 


PH (angenahert) 8 8,3 8,6 8,9 92 | 95 
} 


1 l l 1 1 l 1 1 
n)IONH,OH...... —-!— -|- 1 2 4 8 — 
EY, Gros ees —j—i— fp m—tpe—ep—tiK-jyH-ie 16 
ga 87/86 78) 66) 42) 8 7 5 l 7,4 
Na. oleinic. 0,15°/, ... 1 | 1 1 | 1 JR MARAE MEMS 4 
Tropfenzahl. ...... 85 96 107. 114 115 120/121 116 111 102 | 


In diesem Versuche bleiben wiederum erst die Réhrchen iiber p,, 8,3 
dauernd klar, Rétung von Phenolphthalein bildet die Grenze, und wiederum 
fallt bei diesem Werte die Tropfenzahl am raschesten. Ferner kommt, was 
schon bei den Phosphatgemischen zu bemerken war, deutlicher zum Aus- 
druck, naémlich da8 bei hoherer Alkaleszenz die Tropfenzahl wieder abnimmt 
und die Mischungen triib werden. 

In Acetatgemischen (p,, 6,7 bis 3,1), Lactatgemischen (p,, 4,9 bis 2,6) 
und Tartratgemischen (p,, 4,5 bis 2,7) trat, wie in den Phosphatgemischen, 
in der Gegend von p,, 4,5 die klare Zwischenzone auf. Als Grenze gegen die 
Triibung im starker sauren Gebiete kann der Beginn der Rotfarbung von 
Methylorange gelten. 

Auch ohne Puffer, allein unter Anwendung abgestufter Essigsaure- 
konzentrationen sind die gefundenen GesetzmaBigkeiten zu beobachten. 


Olsaures Natrium in verdiinnter Essigsaure. 





Je 5ccm Essigsaure nf10 | nj20 |) nf40 n[80 nf160 [320 nf640) nf1280 = n[2560 sn f5120 
+ 5ccm0,05% NaOleinic.) 5 | 5 | 5 5) 5) 5 5 5 5 5 
Tropfenzahl . . . . |65,1 64 62,5 62,4 62,5 638 69 79 111 | 106 
ee oooh Cal toot Gtoddl Geol Giro GautS Oo ve ME toe a ee 
Tribung......i¢++/+ + -—' -— | + 1+4+4+4++4+| + - 


(In den fertigen Mischungen ist Methylorange bis zum dritten Réhrchen 
rot, «-Naphtholphthalein vom achten griinlich bzw. blau und Phenolphthalein 
im zehnten blaBrot.) 

Darnach sind also die beobachteten Veranderungen unabhdngig von 
den Salzen der Regulatoren und alleinige Funktion der H-lonenkonzentration. 


wb 


+ 
—_— 


Bs al AE 








166 A. Jarisch: Verhalten von Seifenlésung>n 


Paimitin und Stearinseife. 


Bei diesen Versuchen ergab sich eine Schwierigkeit daraus, daB diese 
Seifen bei Zimmertemperatur nur beschrinkt léslich sind; deshalb muBten 
die Versuche in der Warme ausgefiihrt werden. Es wurden die Réhrchen 
im Wasserbad bei 55 Grad gehalten und die Zahlung im Brutschrank bei 
40 Grad ausgefiihrt. Eine genaue Innehaltung der Versuchstemperatur ist 
bei diesem Vorgehen naturgemaé8 nicht gewahrleistet und die Werte daher 
ungenau; immerhin ist das Ergebnis verwertbar. 





Pu (Phosphatmischung) | 62 65/68 71 74/77 8 | 8487/91 96) 1) 12 


Palmitinseife 0,03 | 
Tropfenzahl . . . 62,1 62; 67 —/|/72,2 — 75,5 — 90,4) 95 98 —J/ 97 


Stearinseife 0,04 
Tropfenzahl. .. — — | 61 —/{61 61,862,564868 70 76.2 — | 70 


Wie bei der Olseife steigt also auch hier die Oberflachenspannung von 
Py 9 angefangen. — Auch die Triibungserscheinungen gestalteten sich analog, 
allerdings konnte das Triibungsminimum erst bei Anwendung geringerer 
Seifenkonzentrationen (0,01 bis 0,02%) deutlich sichtbar gemacht werden. 
Bei hdherer Konzentration triibte sich sofort die ganze saure Seite, doch 
trat hier das Gebiet des Triibungsminimums alsbald dadurch hervor, da8 
hier keine Flockung auftrat, wogegen rechts wie links die Triibung nach 
Stunden ausflockte. An Stelle des Triibungsminimums tritt also in diesem 
Falle im sauren Gebiet ein Flockungsminimum. 


Myristinseife. 

Die Myristinseife schlieBt sich in ihrem Verhalten den besprochenen 
Seifen an. Wie folgende Tabelle zeigt, steigt die Oberflachenspannung 
zwischen p,, 8,7 und p,, 6 stark an (Phosphatmischungen wie oben mit 
0 a crest 


Pu |s3 $6| 59/62 65 68 71/74/77 8 84 87/91 96 M1) 12 





Tropfenzahl. . 63 62 62 62 61 67 76 84 89 96 105 109110108110 88 


Die Schaumkraft erfahrt eine rasche Verminderung zwischen p,, 8,4 
und p,, 8, reicht aber spurenweise noch bis p,, 6,8. Die Triibung bildet ein 
deutliches Minimum bei p,, 4,5, nimmt nach rechts zu bis zu einem Maximum 
bei p,, 6 und reicht schlieBlich im Alkalischen bis p,, 8,6. Unterhalb von 
Py 4,5 flockt die Triibung beim Stehen aus und rahmt auf. 


Erukaseife. 


Diese Seife unterscheidet sich von den bereits besprochenen dadurch, 
da das Triibungsoptimum in der Mitte nicht auftritt, sondern die Réhrchen, 
wenigstens bei niedriger Seifenkonzentration von p,, 4,7 an tiberhaupt 
klar bleiben. Bei groBerer Seifenmenge 0,1 % reicht die Triibung bis p,, 7,7. 
Die auffdllige Erscheinung, daB Seifenlésungen bis zum volligen Verschwinden 
von Schaumkraft und Oberflachenwirksamkeit angesduert werden kénnen, ohne 
gleichzeitig trib zu werden, ist hier besonders deutlich und soll durch folgenden 
Versuch belegt werden. 
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PH angenahert 49 | 46 43 39 36 33 29 26 
m/40 Na-Lactat Gaiden: 1 1 1 1 1 1 1 
m/100 Milchsfiure .. . | 049 098 195 39 78 o -- — 
m/10 Milchsaure . en i. — — “= — 1,56 | 3,12 | 6,28 
H,O.......... | 7,46 | 7,02 | 606/41 | 02 | 644 | 486 | 1,72 
Erukaseife 0,3°/,. . . . 1 l 1 1 1 1 1 1 
Triibung nach 16 Std. . o + $ ¢+ +4 44+4/4+4+4+/4++44 


Laurinseife. 


Diese Seife verhalt sich abweichend, indem bei abnehmender Alka- 
leszenz die Oberflachenspannung, wie die folgende Tabelle zeigt, sprunghaft 
fallt, ein Minimum bei 6,8 hat und im sauren Teil niedriger ist als im 
alkalischen. (Phosphatmischungen mit 0,03 % Laurinseife.) 








Py angenahert | 31 | 34 37 41 | 45 | 53] 56 | 59 | 62) 65 | 68 
Tropfenzahl. .... 100) — | 102 — | 102/113) 117) 124) 130 139 145 
PH angenihert l71 | 741 27} 8 | en fea) 87 | On] 96] n | 22 
Tropfenzahl. .. . . | 124 | 103; 93 | 90 | 84; 82; — | — | 76 | 78 | 78 


Die Triibung ist wenig charakteristisch und reicht bis zum Neutral- 
punkt; die Schaumkraft nimmt bei pH 6,2 kritisch ab. 

Infolge dieses abweichenden Verhaltens soll die Laurinsiure spiater 
bei Besprechung der Versuchsergebnisse beiseite gelassen werden und das 
zur Erklarung Nétige hier schon gesagt werden. Die Laurinsaure ist mit 
12 C-Atomen die niedrigste Fettsiiure, deren Alkalisalze Seifencharakter 
tragt (Donnan). Bei den Fettsiuren unter 12 C-Atomen, und zwar schon 
von der Undecylsaiure angefangen, ist die freie Siure wegen ihrer relativ 
besseren Wasserléslichkeit im Gegensatz zu den héheren Fettséuren ober- 
flachenwirksamer wie das Alkalisalz, weshalb bei deren Dissoziation die 
Oberflachenspannung abnimmt und sie zur sogenannten Titration mit 
bedingt oberflichenaktiven Stoffen (Traube, Windisch und Dietrich) An- 
wendung finden. Die Laurinséure kann deshalb als Ubergangsglied zu 
den niedrigeren Fettsiuren betrachtet werden, indem Eigenschaften von 
niedrigen und héheren Fettsiuren vereinigt sind. 


Harzseife. 


Hier wurden nur die Fiillungserscheinungen untersucht. Bei Anwendung 
verschiedener Regulatoren trat regelmaBig von p,, 7 abwiarts eine zuniachst 
blauliche Triibung auf. Nach 24stiindigem Stehen war die Triibung unter 
Bildung zierlicher krystallinischer Flocken iiberall ausgefallen mit Aus- 
nahme des Gebietes zwischen p,, 5,33 und 5,9. Diese Erscheinung entspricht 
dem Verhalten der héheren Konzentrationen von Palmitin- und Stearin- 
seife und ist ein Analogon zum Triibungsminimum der iibrigen Fett- 
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Besprechung der Ergebnisse. 

Die physikalischen Eigenschaften der verschiedenen Seifenlésungen, 
die Laurinseife ausgenommen, zeigten sich in prinzipiell gleicher Weise 
von der Reaktion abhingig. Deshalb kann der Besprechung der ge- 
wonnenen Ergebnisse das Verhalten der Olseife, wie es aus den Tabellen 
auf §. 164 hervorgeht, zugrunde gelegt werden. 

Zur Behandlung der Einzelheiten soll die Reihe in drei Abschnitte : 
unter py 6, zwischen py 6 und py 9 und iiber py 9, gebracht werden. 


Der Abschnitt unter py 6. 

Hohe, an den Wasserwert heranreichende Oberflichenspannung 
und fehlendes Schaumvermégen beweisen hier die Umwandlung der 
Seife in Fettsiure. Wenn diese nicht, gleichmaBig ausfallend, simtliche 
Rohrchen gleich stark triibt, so kann es sich nach Lage der Dinge nur 
um Kolloidvorginge handeln und in der klaren Zwischenzone nur 
ein hochdisperses, wasserklares Fetisiiurehydrosol vorliegen. Dies zu 
priifen und die Eigenschaften des Sols festzustellen, wurden mit der 
klar gebliebenen Mischung eine Reihe von Kolloidreaktionen aus- 
gefiihrt. 


Beobachtungen an dem Fettsiurehydrosol. 

Die folgenden Beobachtungen sind an Mischungen von 100 ccm 
m/30 NaH,PO, (etwa p, 4,5) oder 10ccm n/10 Na-Acetat, 10 ccm 
n/10 IEssigsiure und 80 ccm Wasser (etwa p, 4,7) mit 10 ccm 0,2proz. 
Lésung von Ol- oder Erucaseife angestellt. Die Mischungen sind in 
der Durchsicht wasserklar, in dicker Schicht etwas milchig. 

Tyndaleffekt: Bei Zusatz der Seife zu einem der angegebenen 
Regulatoren leuchtet ein intensiver Kegel auf, der sich mit der Zeit 
verstarkt. 

Im Paraboloidkondensor erscheint die frische Mischung zu- 
nachst optisch leer, mit der Zeit treten zahlreiche, lebhaft tanzende 
Submikronen auf. 

Das Sol wird durch Elektrolyte gefallt, und zwar ist die Wertig- 
keit des Kations ausschlaggebend. Im folgenden Versuch enthalten 
10 cem der fertigen Mischung 1 ccm des Sols. 
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Beim AICI, tritt somit die Erscheinung der unregelmaBigen Reihe 
auf. Noch schéner zeigt sie sich, wenn man so verfahrt, wie dies von 
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Michaelis (Praktikum) fiir das Mastixsol angegeben wird. Sowohl 
mit AICl, als auch mit FeCl, erhalt man unmittelbar nach Zusatz 
des Sols Fallung bis etwa n/12, dann eine klare Zone bis etwa n/760, 
dann wieder Fallung bis n/12.300, dann wieder klar. Die Olsiure 
rahmt in der Flockungszone auf. 

Am stirksten fillend wirken H-lonen, indem Zusatz einer be- 
liebigen Saure die Fettsiiure sofort ausscheidet. Laugenzusatz ist 
belanglos. 

Von anderen Kolloiden gibt kolloidales Eisenhydroxyd (positiv) 
intensive Fillung, wogegen kolloidales Arsentrisulfid (negativ) in 
keinem Mischungsverhiltnis fallt. 

Beweisen die Fallungsreaktionen schon die negative Ladung des 
Sols, so laBt sich im elektrischen Felde bei Solen, die schon einige 
Zeit gestanden haben und leicht triibe geworden sind, deutlichst 
Wanderung zur Anode nachweisen. Zu den Kataphoreseversuchen 
wurden in Ermangelung eines eigenen Uberfiihrungsapparates ge- 
wohnliche U-Rohre benutzt und der Strom durch die von Michaelis 
angegebenen Agarheberelektroden zugefiihrt. 

Durch Schutzkolloide werden die Sole in typischer Weise gegen 
die faillende Wirkung von Elektrolyten stabilisiert. Man setzt zu 10 com 
des Sols 1 com H,O bzw. 2% Gelatine; hierbeitriibt sich das Réhrchen 
mit der Gelatine schwach. Nun werden 0,5cem n-AlCl, oder FeCl, 
hinzugefiigt , }worauf das Gelatinerdhrchen unverindert bleibt, {das 
ungeschiitzte dagegen ausflockt. Eiweif wirkt ahnlich. 

Bezeichnend fiir den Kolloidcharakter der Lésungen in der Zwischen- 
zone ist auch, daB klare Lésungen nur bei Anwendung entsprechend 
niedriger Seifenkonzentrationen entstehen, und daB die Sole Neigung 
zu spontanem Ausfallen zeigen; durch Schiitteln oder auch beim 
DurchflieBen durch ein Stalagmometer wird dieser spontane Ausfall 
beschleunigt. 

Diese Beobachtungen beweisen, dafs in der klaren Zwischenzone 
in der Tat ein hochdisperses Fettsiurehydrosol vorliegt, und daB es 
die Eigenschaften eines negativen Suspensionskolloids besitzt. Die 
Triibungserscheinungen im sauren Abschnitt unserer h-Seifenreihe 
lassen sich nunmehr; durch die Annahme deuten, da® bei jeder h, 
d. h. so oft Seife hydrolytisch zerfallt, die Fettsiure zunachst als hoch- 
disperses Sol auftritt, daB dieses Sol aber bei etwa p, 4,5 ein Maximum 
von Stabilitat annimmt, rechts und links davon aber mehr oder minder 
rasch koaguliert. Die Ursache des Stabilitiitsmaximums liegt offenbar 
in der elektrischen Ladung, und die Ursache fiir das sofortige Auf- 
treten der Triibung bei Reaktionen unter p, 4,5 in der Koagulation 
des negativen Sols durch H-Ionen. Verallgemeinernd diirfen daher 
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bei der bekannten Fallung einer Fettsiure aus einer Seifenlésung 
durch Séuren zwei getrennte Vorginge abgegrenzt werden: die Bildung 
eines Fettsiiurehydrosols durch die Dissoziation der Seife und die 
sofortige Koagulation dieses Sols durch die iiberschiissigen H-Ionen. 
Der Grund, warum iiber p, 4,5 neuerlich Triibung auftritt, soll im 
nichsten Abschnitt bei der Besprechung des Triibungsmaximums 
im Neutralpunkte naher erértert werden. 

Als wichtigstes Ergebnis dieses Abschnittes soll der Nachweis 
betrachtet werden, daB Fettsdéuren hochdisperse, wasserklare H ydrosole 
bilden kénnen, dafs diese Sole bei der Hydrolyse von Seifen entstehen 
und dap sie durch Schutzkolloide vollstindig stabilisiert werden kénnen. 


Der Abschnitt zwischen py 6 und py 9. 

Hier nimmt die Oberflachenspannung ab, und zwar steigt die 
Tropfenzahl erst langsam, dann aber von p,, 8 an steiler in hyper- 
bolischer Kurve, und die Schaumkraft ‘ndert sich gleichsinnig. Die 
Triibung hat ein deutliches Maximum im Neutralpunkt. Die physi- 
kalischen Eigenschaften andern sich also keineswegs stetig und zum 
Teil auch nicht einmal parallel, wie man vielleicht hatte erwarten 
kénnen, da p,, in arithmetischer Reihe abgestuft ist. 

Die Ursachen hierfiir liegen offenbar in den auBerordentlich kom- 
plizierten Verhaltnissen, die die Hydrolyse in Seifenlésungen scnafft 
(vgl. Freundlich, Salmon, Mc Bain). Trotzdem sich die Zusammen- 
hiinge nur annihernd iiberblicken lassen, soll doch eine Analyse ver- 
sucht werden, um wenigstens einigermaBen ein Bild von der Zusammen- 
setzung der Seifenlésung bei physiologischer Reaktion zu erlangen. 

Das Verhalten von Oberflichenspannung und Schaumkraft be- 
weist, daB sich bei etwa p,,8 die Konzentration der undissoziierten 
Seifenmolekiile in der Oberfliche der Mischungen sprunghat!t andert, 
denn wenn auch die hohe Leitfaihigkeit stark verdiinnter Seifenlésungen 
(Mc Bain und Taylor) eine bereits weitgehende Dissoziation beweist. 
so muB doch noch ein nennenswerter Teil undissoziiert sein, der Ober- 
flachenwirksamkeit und Schaumkraft bedingt (vgl. Botazzi). Fir 
die besonders rasche Verminderung des oberflichenwirksamen Disso- 
ziationsrestes kommen besonders zwei Ursachen in Betracht. 

Zuniachst erfahrt der Hydrolysenvorgang als solcher dadurch eine 
Férderung, daB die schlieBlich entstehende Fettsiure nur beschrankt 
wasserléslich ist und ausfallt, weshalb im Hydrolysengleichgewicht 
der Seife das Fettsiureanion keinen nennenswerten Betrag erreichen 
kann. Deshalb nimmt bei stetig abnehmender h die Hydrolyse sprung- 
haft zu, sobald die Fettsiiure auszufallen beginnt. Komplikationen 
ergeben sich hierbei jedoch daraus, daS die Léslichkeit der Fettsiure 
nicht konstant ist. Sie ist, wie die Gleichung des Léslichkeitsproduktes 
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(R’) (H’) = Lk lehrt, einerseits von der Reaktion abhingig; anderer- 
seits spielt aber auch die Kolloiditit der abgeschiedenen Fettsiure 
eine Rolle, da bekanntlich der Dispersitiatsgrad die Léslichkeit stark 
beeinfluBt. 

In zweiter Linie mu Adsorption des undissoziiert gebliebenen 
Seifenrestes an die ausgeschiedene Fettsiure Oberflichenspannung 
und Schaumkraft stark beeinflussen, da nur die nicht an die Fettsiure 
gebundene Seife fiir die freie Oberfliche der Mischungen verfiigbar 
ist. Den Adsorptionsgesetzen zufolge wird es einen Punkt geben miissen, 

*bei dem relativ geringfiigige Anderung des Dissoziationsgrades schon 
starke Schwankungen dieses freien Seifenrestes nach sich zieht. Der 
Adsorptions- (und vielleicht auch Lésungs-) Komplex Fettsiure/Seife 
kann nach Freundlich mit der sogenannten sauren Seife identifiziert 
werden. 

Was die Triibungserscheinungen anlangt, so erklart sich das rasche 
Ansteigen vom alkalischen Ende aus durch den besprochenen raschen 
Fortschritt der Hydrolyse. Daf die Triibung ein Optimum bildet 
und links vom Neutralpunkt wieder abnimmt, ist offenbar durch 
geringere Stabilitiit des Reaktionsproduktes und nicht etwa optisch 
bedingt, denn bei einigen Fettsiiuren und der Harzsiure flockt die 
Triibung im Neutralpunkt aus, weiter im Sauren dagegen entsprechend 
dem oben besprochenen Triibungsminimum nicht. 

Zur Aufklarung dieser Stabilititsverminderung unternommene Uber- 
fiihrungsversuche ergaben anodische Wanderung der Triibung im gesamten 
Bereiche — in Ubereinstimmung mit Angaben von Spring und Botazzi 
iiber negative Ladung saurer Seifen — so da’ auch im Triibungsoptimum 
nicht Aufhebung, sondern héchstens Verminderung der Ladung in Betracht 
kommt. Ihre Ursache kénnte in folgendem liegen: die negative Ladung des 
Fettsaduresols ist auf Abdissoziation von H-Ionen zu beziehen, wie beim 
Mastix, Kolophonium, Kieselsiiture usw., mit fallender h mu nun zwar 
diese Dissoziation zunehmen, aber die Teilchen enthalten in dem MaBe, in 
dem die Hydrolyse zuriickgeht, mehr neutrale Molekiile, weshalb die Ge- 
samtmenge der abdissoziierten H-Ionen und damit auch die Stiirke der 
Ladung abnehmen kénnte. 

Danach kann zu unserer Hauptfrage nach dem Zustande von 
Seifenlésungen bei physiologischer Reaktion folgendes gesagt werden. 
Bei py 7,4 sind die Lésungen weitgehend hydrolysiert, sie sind tribe, 
haben relativ hohe Oberflichenspannung und schiumen kaum. Die 
Seife ist zum gréBten Teil in Fettsiure zerlegt, und diese hat einen 
Teil des unzerlegten Seifenrestes unter Bildung ,,saurer Seifen“ ad- 
sorbiert bzw. gelést aufgenommen; der geringfiigige, frei gebliebene 
Teil bedingt die geringe Oberflichenwirksamkeit der Lésung. Die 
Seifenlésungen haben also ihre typischen Higenschaften fast villig ein- 
gebii Bt. 
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Der Abschnitt iiber py 9. 

In diesem Abschnitt besteht ein Minimum der Oberflichenspannung 
und die Schaumkraft ist am gr6éBten. Die Mischungen sind schon 
von py, 8,4 an klar, triiben sich aber spiter wieder zwischen py, 10 
und 11. Da auch bei p, 8,4 die Seife in gewissem Grade hydrolysiert 
sein wird, darf das Klarbleiben der Lésung zum Teil auf die intensive 
Schutzwirkung der unzerlegten Seife (vgl. /redale) auf die freigewordene 
Fettsiure bezogen werden. Ferner mufB aber wegen der oben erérterten 
Beziehung von Léoslichkeit der Fettsiure und H-lonenkonzentration 
bei stirker alkalischer Reaktion die absolute Wasserléslichkeit der 
Fettsiure gréfber sein. Da die Oberflichenwirksamkeit von Fettsiuren 
mit ihrer Léslichkeit steigt, konnte der Gipfel in der Kurve der Tropfen- 
zahl zwischen p,, 9 und 10 auf die durch Dissoziation freigewordene 
und dann geléste Fettsiiure bezogen werden; bei stiirkerer Alkaleszenz 
wiirde dann die Dissoziation weiter zuriickgedringt, wie die Abnahme 
der Leitfaihigkeit (Kuwrzmann) beweist, und die Kurve deshalb wieder 
absinken. Bei dieser Auffassung wiirde kein prinzipieller Unterschied 
zwischen dem Verhalten der héheren Seife und der Laurinseife 
(s. S. 167) bestehen. 

Das Absinken der Kurve am alkalischen Ende kénnte aber auch 
mit Botazzi auf Aggregatbildung bezogen werden und mit der auf- 
tretenden Triibung der bekannten Ausfillung der Seifen durch Laugen 
an die Seite gestellt werden. 


Kénnen Seifen im Blut und den Geweben bestehen ? 

Fir das strémende Blut wird allgemein eine Reaktion von p, 7,35 
bis 7,4 angenommen; das Gewebe ist etwas saurer, p, 7 (Michaelis 
und Kramstyk); im arbeitenden Muskel kann nach Pechstein p,, 6,8 
bei der Entziindung nach Schade, Neukirch und Halpert lokal sogar 
5,9 erreicht werden. Nach unseren Feststellungen miiBte also die 
Seife parenteral weitgehend zerlegt sein und es kénnte nur ein geringer 
Rest ungespalten in Betracht kommen. Jedoch auch dieser mu im 
Tierkérper sofort weiter gespalten werden, denn es ist anzunehmen, 
daB er sofort von den Kolloiden und Zelloberflichen adsorbiert wird, 
was das Hydrolysengleichgewicht stéren und zu Nachdissoziation des 
unzerlegten Restes fiihren muB (vgl. Wilh. Ostwald, tiber den KinfluB 
der Oberfliche auf die Seifenhydrolyse). Freilich wird, da Gleich- 
gewichte vorliegen, ein gewisser Rest immer noch undissoziiert bleiben, 
aber er ist sicher verschwindend klein. 

Es ergibt sich also folgender zwingende SchluB: im Blute und 
den Organen kinnen keine Seifen vorhanden sein, denn die Bedingungen 
der Reaktion und des kolloiden Mediums miissen sofort zu praktisch 
vollstindiger Hydrolyse fiihren. 
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Auf Grund der Beobachtung, daB CO? aus der Seife Fettsiure abspaltet, 
haben bereits Frank und Ritter geschlossen, daB es im Blute keine Seifen 
geben kénne. Unsere Untersuchung bestatigt diesen SchluB auf Grund 
genauerer Beriicksichtigung der physiko-chemischen Verhiiltnisse. 

Nun liegen aber zahlreiche Angaben tiber Darstellung, sowie quanti- 
tative Bestimmung von Seifen im Blute vor (Hoppe-Seyler, Friedemann und 
Rozenblat, Lemeland u.a.). Diese Angaben beweisen aber nicht, daB die 
Seifen als solche im Blute vorhanden sind, sie kénnen vielmehr erst bei 
Verarbeitung des Blutes entstanden sein. Wenn bei den angegebenen Ver- 
fahren alkoholische Extrakte gemacht und diese eingedampft werden und 
sich dabei die Kohlensiure des Blutes verfliichtigt, werden die Extrakte 
alkalisch wegen des Carbonatgehaltes des Blutes und kénnen vorhandene 
Fettsauren nachtriglich in Seifen verwandeln. Dies zeigt folgender Versuch: 
100 cem Blutserum werden gegen 250 ccm destilliertes Wasser durch 24h 
dialysiert und das Dialysat auf 20ccm eingeengt, dieses fiarbt jetzt Phenol- 
phthalein stark rot; dann werden 80cem Alkohol und 0,2cem Olsiure zu- 
gesetzt und bei 40 Grad eingedampft; es entsteht ein typischer Seifenleim. 


Der Lésungszustand der Fettsiuren im Blut und Protoplasma. 

Da also Seifen nicht als parenterale Lésungsform der Fettsiuren 
in Betracht kommen, liegt es nahe, an kolloidale, durch EiweiB stabili- 
sierte Lésung der Fettsiuren zu denken. Verfasser hat in einer friiheren 
Mitteilung berichtet, daB Eiweif-, speziell Serumseifengemische beim 
Ansiuern klar bleiben'), und die Erscheinung als Kolloidbildung in 
Gegenwart eines Schutzkolloids aufgefaBt. In dieser Mitteilung wurde 
nun der erwahnte Versuch sozusagen in seine Elemente zerlegt und damit 
seine Deutung bestiitigt, indem gezeigt wurde, daB bei der hydro- 
lytischen Zerlegung von Seifen wasserklare Fettsiiurehydrosole ent- 
stehen kénnen und daB diese Sole durch Schutzkolloide typisch stabi- 
lisiert werden kénnen. Man kann also mit Schade von einer intermedidren 
Kolloidstabilisierung der Fettsiure sprechen und diese der Léslich- 
haltung der Harnsiure (Bechhold und Ziegler, Schade und Boden) 
sowie anderer begrenzt wasserléslicher Stoffe (Pauli und Samec) an 
die Seite stellen. 


1) Diese Angabe ist hier dahin zu ergiinzen, da die Erscheinung bei 
samtlichen untersuchten Seifen einschlieBlich der Harzseife eintritt und 
da8 auch konzentrierte Zuckerlésungen die Triibung von Seifenlésungen 
beim Ansauern zu verhindern vermag. Hier ist neben Kolloidschutz auch 
an Beschrankung der Teilchenbewegung durch die hohe Viskositaét zu 
denken. 

Zam Zwecke eines Demonstrationsversuches kann die Anwendung 
dialysierten und wieder auf 0,1% NaCl ergiainzten Serums empfohlen 
werden, weil sich dieses in allen Verhaltnissen mit Seife mischen la8t ohne 
triib zu werden, so daB sich alle Grade des Kolloidschutzes zeigen lassen. 
Die a. a. O. gemachte Bemerkung iiber die im nativen Serum nach Seifen- 
zusatz eintretende Triibung ist somit unrichtig und es ist vielmehr an 
Beteiligung der Globulinfraktion zu denken. 
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Freilich wird noch in Erwagung zu ziehen sein, ob die Fettsiure 
nicht sekundir mit dem EiweiB in chemische Beziehungen treten kann 
in Analogie mit den Lipopeptiden von Bondi, Abderhalden, Izar u. a. 


Besprechung einiger biologischer Folgerungen. 

In der Lehre von der Fettresorption ergibt sich, worauf besonders 
Friedenthal aufmerksam gemacht hat, eine Schwierigkeit daraus, dal 
Seife nicht dialysiert oder diffundiert (Friedental, Botazzi, Moore 
und Parker, Liesegang u. a.) und daher schwer vorstellbar sei, wie 
die Seife ins Darmepithel einzudringen vermége; zufolge ihrer Lipoid- 
léslichkeit kénnten sie héchstens die lipoid gedachte Grenzschicht 
durchdringen. Unsere Versuche beweisen aber die Méglichkeit weiteren 
Eindringens ins Protoplasma, da dieses nach der hydrolytischen Spaltung 
der Seife selbst Lésungsmittel fiir die suspensoid auftretende Fett- 
siure wird. Derartige kolloidale Lésung der Fettsiiuren ist ferner 
auch dann anzunehmen, wenn im Korper Depotfett zum Zwecke seiner 
Verwertung im Stoffwechsel fermentativ zerlegt wird. In unserem 
durch EiweiS stabilisierten Fettsiiurehydrosol ist offenbar jene von 
Munk und Friedental, Fiirth u. a. angenommene protoplasmalésliche 
Form der Fettsiure im Reagenzglas dargestellt worden. 

Ferner sind unsere Versuche noch fiir die Frage nach der Ent- 
giftung von Seifenlésungen durch EiweiSkérper wichtig. Unzerlegte 
Seifen sind wie die starke himolytische Wirkung, die Reizwirkung 
auf die Conjunctiva, freiliegende Nervenendigungen usw. beweisen 
starke Zellgifte. Die himolytische Wirkung wird nun bekanntlich 
durch EiweiBkérper stark abgeschwicht, und in analoger Weise sind 
die Seifen bei parenteraler Zufuhr wenig giftig (Munk, Friedental, 
Botazzi) bzw. es entsprechen die Vergiftungsbilder einer Kalkfallung 
bzw. einer Alkaliwirkung. Die vielfach bedachte Moéglichkeit einer 
Entgiftung der Sgifen durch Adsorption wire gewiB zu beriicksichtigen ; 
allein unsere Versuche beweisen, daB es dazu gar nicht kommen kann, 
da die Seife frither hydrolysiert wird. Die Frage nach der Pharma- 
kologie der Seifen und ihrer Entgiftung durch EiweiB geht damit 
iiber in die Frage nach der Pharmakologie der Fettsiurehydrosole 
bzw. der Fettsiureeiwei8komplexe; bei groBen Seifenmengen erlangt 
dann noch die Reaktionsinderung durch das Alkali der Seifen Be- 
deutung (kiinstliche Komplemente'). 

Die Fahigkeit der Seifen, Tiere bei intravendser Injektion durch 
Herzlihmung zu téten® (Munk), wurde von Friedental auf die 
kalkfaillende Wirkung bezogen. Verfasser hat in alteren Versuchen 
bei Kaninchen den nach Injektion von Seifenlésungen in die V. jugularis 
auftretenden Herzstillstand durch CaCl, wieder beheben und damit 
die Richtigkeit der Friedentalschen Anschauung bestitigen kénnen. 
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Man konnte darin einen gewissen Widerspruch gegen das hier gewonnene 
Ergebnis, daB Seifen beim Zusammentreffen mit Blut zerlegt werden 
miissen, finden. Allein es 1aBt sich zeigen, daB die Fallung des Ca 
rascher erfolgt wie die Zerlegung der Seife: versetzt man namlich 
Serum mit etwas CaCl, und fiigt dann Seife hinzu, so fallt Kalkseife 
aus, dagegen bleibt die Mischung klar, wenn man erst die Seife und 
dann das Ca zusetzt. Weiter ist damit zu rechnen, daB die Seife vor 
geniigender Durchmischung mit dem Blute und deshalb noch un- 
zerlegt ins Herz kommt und dort den Kalk fallt; damit hingt sicher 
zusammen, da} bei rascher Injektion viel kleinere Seifenmengen tédlich 
wirken wie bei langsamer (Munk). 


Zusammenfassung. 

1. Wird einer Seifenlésung durch Zusatz eines Regulators physio- 
logische Reaktion erteilt, so wird die Seife weitgehend hydrolysiert ; 
Oberflichenspannung und Schaumkraft werden stark herabgesetzt und 
das Gemisch durch ausfallende Fettsiure stark getriibt. 

2. Im Tierkérper mu diese Zerlegung wegen des Einflusses der 
Adsorption auf die Seifenhydrolyse noch weiter gehen. Im Blute 
und den Geweben kann es daher praktisch keine Seife geben und ein- 
gefiihrte Seife mul} sofort zerlegt werden. 

3. Bei der Hydrolyse der Seifen wird die Fettsiure in hochdisperser 
Form frei. Geht die Hydrolyse in Puffermischungen von etwa py 4,5 
vor sich, so nimmt die Fettsiure ein Maximum von Stabilitaét an 
und es entstehen unter Umstinden wasserklare, relativ bestiandige 
Hydrosole mit den Eigenschaften negativer Suspensionskolloide. 
Harzseife verhalt sich abnlich. 

Durch H-Ionen werden diese Sole gefallt; deshalb darf bei der 
bekannten Saurefillung von Seifen das sichtbare Ausfallen der Fett- 
siure als Kolloidvorgang, nimlich Koagulation der bei der Spaltung 
der Seife zuniichst hochdispers auftretenden Fettsiureteilchen durch 
iiberschiissige H-Ionen abgegrenzt werden. 

Die klaren Fettsiurehydrosole werden durch Gelatine und EiweiB 
als Schutzkolloide vollstiindig vor Koagulation bewahrt; im Tierkérper 
entstehende Sole werden daher stabil sein und es darf der parenterale 
Lésungszustand der Fettsiuren als ,,Léslichhaltung* in hochkolloidalem 
Zustande durch das kolloidale Medium (Schade) betrachtet werden. 
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Uber das Verhalten von Neutrairot in Seifenlésungen. 
Von 
Adolf Jariseh. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 
(Eingegangen am 15, August 1922.) 


AnliBlich der in der vorigen Mitteilung geschilderten Versuche 
wurde die Beobachtung gemacht, dais Neutralrot in beliebigen Seifen- 
lésungen, trotzdem diese gegen Phenolphthalein alkalisch reagieren, 
rote Farbe annimmt; es sollte hier eigentlich gelb sein, da sein Um- 
schlagsgebiet (rot bis gelb) zwischen py 6,5 und 8 liegt und Phenol- 
phthalein erst itiber py 8,3 rot wird. Es wurde méglich, die Erscheinung 
zu deuten, als sich bei naiherer Untersuchung herausstellte, dab die 
Fahigkeit von Seifen, Neutralrot in alkalischer Lésung zu réten, mit 
dem Grade ihrer Hydrolyse parallel lauft. Im folgenden Versuche 
ist die Seifenhydrolyse in einer Reihe steigender O H-lonenkonzentration 
(Chlorammonium-Ammoniakgemische mit Salzkonstanz) schrittweise 
zuriickgedringt, und zwar ist die Seife in zwei verschiedenen Kon- 
zentrationen angewandt. 





Pu 8 | 83 | 86 | 89 92 | 95 | 98 | 10,1 | 10,4 107) I 

n/10 Chlorammon. . 1 he l fe ter ee 1 
n/100 NH,(OH) . . | 03) 06/ 1,2) 24) 48)-—|/§—|-—|-—|-|-— 
eB/lO@NEA(OH)...) —| -ji-|-|- 2,;4;8)-j- 
n NH,(OH) —|—j|—t+/|- ~—l— |= | oer ae 
re 7,7 7,4, 68/56 32) 7 6 > 4/|/— 64) 48 

+. je 3 Tropfen 0,4 prom. Neutralrot 

OES Ee GRE ES ee a ee Pe PO 

Na-Olein 056%...) - —- -}|}—|]—} 1 l l 1 1 1 
rot > gelb, rot > gelb 


Es zeigt sich also, daB mit abnehmender Hydrolyse die Fahigkeit 
der Seifenlésungen, Neutralrot zu réten, verschwindet, daB jedoch 
Erhéhung der Seifenkonzentration die rote Farbung wieder erscheinen 
laBt. Dieser auffallende Umstand beweist zunichst, daB das Gelb- 
werden der Lésung nichts unmittelbar mit der Reaktion zu tun haben 
kann, sondern weist vielmehr darauf hin, daB die absolute Menge des 
Hydrolyseproduktes, nimlich der Fettsiure, eine Rolle spielen mut. 


Biochemische Zeitschrift Band 134. 12 


eas ples 


Se 


iq 
" 
i 
i 





Big aor gerry Saks = 


178 A. Jarisch: 


Die Verfarbung nach Gelb tritt auch ein, wenn man die Hydrolyse 
statt durch OH-Ionen durch Na-lonen zuriickdriingt, indem man 
z. B. zum ersten und sechsten Réhrchen unseres Versuches tropfen- 
weise 10proz. NaCl-Lésung zusetzt. Dabei kann nicht direkte Salz- 
wirkung auf den Indikator vorliegen, denn der Salzfehler des Neutral- 
rotes geht von Gelb nach Rot (Michaelis), also umgekehrt wie die 
Farbinderung in unserem Versuche. Es scheint demnach sicher zu 
sein, daB die Rotfarbung durch die hydrolytisch freigemachte Fett- 
siure hervorgerufen wird. 

Nun lost sich Neutralrot in Fettsiure mit roter Farbe. Wenn 
man zu einer stark verdiinnten Lésung von sekundirem Natrium- 
phosphat (etwa pg 8,5) Neutralrot sowie eine héhere Fettsiure zusetzt, 
so farbt sich die in der gelben Lésung schwimmende Fettsiure rot, 
und zwar speichert sie den Farbstoff intensiv. 

Danach kann die Rétung von Neutralrot in Seifenlésungen folgen- 
dermaBen gedeutet werden. Wie in der vorhergehenden Mitteilung 
gezeigt wurde, tritt bei der Hydrolyse der Seife die Fettsiure hoch- 
dispers als negatives Suspensionskolloid auf. Demgegeniiber ist Neutral- 
rot ein hochdisperses positives Kolloid (Buxton und Taegue, Wo. Ostwald). 
Es kénnten also bevorzugte gegenseitige Lésung und Elektroaffinitat 
Fettsiure- und Neutralrotteilchen zusammenfiihren und einen rot ge- 
firbten Komplex bilden. 

Um fir das Bestehen eines Fettsiurefarbkomplexes einen Anhalts- 
punkt zu bekommen, wurden Kataphoreseversuche gemacht, und es 
zeigte sich in der Tat, daB in Seifenlésungen das rot gebliebene Neutral- 
rot ebenso energisch zur Anode, wie in wisseriger Lésung zur Kathode 
wandert. Bei diesen Versuchen wurde das Neutralrot in 0,1 prom. 
Lésungen angewandt, und es trat hier in der seifenhaltigen Lésung 
ein Stich ins Gelbe auf; vielleicht begiinstigt die hohe Farbstoffkonzen- 
tration das Auftreten etwas niedriger disperser Neutralrotteilchen. 

Nilblausulfat verhalt sich prinzipiell wie Neutralrot. Es nimmt in 
wisseriger Lésung bei p, 11 rotviolette Farbe an, wird hier nach Zusatz 
von einer Spur Seife wieder blau, um bei Erhéhung von py, auf etwa 
12,2 wieder in rot zuriickzuschlagen. NaCl bewirkt dagegen den Riick- 
schlag erst in Konzentrationen, die die Seife aussalzen. Nilblausulfat 
lést sich in Fettséuren mit blauer Farbe. 

Phenolphthalein, Thymolphthalein, «-Naphtolphthalein und Alizarin- 
gelb — gleichfalls Indikatoren fiir das alkalische Gebiet — werden durch 
Seife nicht beeinfluBt. Es zeigen also nur die basischen Farbhstoffe 
Neutralrot und Nilblausulfat den Farbfehler. Wenn zur Erklarung der 
Erscheinung Lésung des Farbstoffes in der suspensoiden Fettsaéure, die 
durch Hydrolyse in der Seifenlésung entsteht, und zwar beim Neutralrot 
mit roter, beim Nilblausulfat mit blauer Farbe, angenommen wird, so 
kann dies nunmehr dahin erginzt werden, da8 Bildung eines fettsauren 
Farbsalzes vorliegen diirfte (vgl. hierzu Nirenstein). 
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Zum SchluB sei noch bemerkt, dai} auch Emulsionen von Handels- 
lecithin den Farbfehler bewirken. 

Die mitgeteilte Beobachtung stellt eine meines Wissens bisher 
noch nicht bekannte Form eines Farbfehlers bei einem Indikator dar 
und gestattet, falls die gegebene Deutung als richtig erkannt werden 
sollte, einen Einblick in die komplizierten Hydrolyseverhialtnisse in 
Seifenlésungen. 


Zusammenfassung. 

Seifenlésungen und Lecithinemulsionen réten Neutralrot in schwach 
alkalischen Lésungen (pq 8 bis etwa pq 10). Dies wird auf Bildung 
eines hochdispersen rot gefirbten Fettsiure - Neutralrotkomplexes 
zurickgefiihrt. Nilblausulfat zeigt einen analogen Farbfehler. 


Literatur. 
Buxton und Taegue, Kolloid-Zeitschr. 2 Supl. 45, 1908. — Michaelis, 
Prakt. d. phys. Chem. 1921. — Wo. Ostwald, Kolloid -Zeitschr. 10, 97, 


1912. — Nirenstein, Pfliigers Arch. 179, 288, 1920. 
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Uber eine neue Reaktion des Blutes. 


Von 


Giuseppe Beceadelli. 


(Aus dem Institut fiir Gerichtliche Medizin der kéniglichen Universitit 
in Palermo.) 


(Eingegangen am 16. August 1922.) 


In der gerichtlichen Medizin benutzt man zur chemischen Fest- 
stellung von Blut gewohnlich Reagenzien, welche die Blutflecken 
nach verschiedenen Vorgingen auflésen. Auch bei der Diagnose der 
Syphilis handelt es sich immer um chemische Reaktionen, die sich 
in der Versuchsfliissigkeit abspielen, oder um Kolloidreaktionen, die 
zwischen den Bestandteilen des Serums und den Lipoiden des Extraktes 
eintreten. Wir kennen eine Kategorie von Reaktionen ausschlieBlich 
an Kolloiden, wie die Probe von Lange; sie beruht nach Schade auf 
der Befaihigung des Serums, einer instabilen kolloiden Goldsuspension 
Lésungsschutz zu bieten. 

Da ich mich mit dem HemmungseinfluB des Blutes auf bestimmte 
Reaktionen beschiftigen wollte, habe ich fiir meine Versuche eine 
bekannte Reaktion zum Nachweis von Aldehyden benutzt. Sie besteht 
in der starken reduzierenden Fiahigkeit, welche die Aldehyde gegeniiber 
ammoniakalischem Silbernitrat besitzen, indem sie die Bildung eines 
charakteristischen metallischen Silberspiegels bewirken. Die sehr 
empfindliche Reaktion fihrt man in der Chemie mit einer ammo- 
niakalischen Silberlésung aus, die auch Natriumhydroxyd enthalt. 
Schlie&8t man letzteres aus und bringt die ammoniakalische Silber- 
lésung nebst einem Aldehyd in Beriihrung mit wiisseriger Blutlésung 
vom Menschen bzw. von verschiedenartigen Tieren, die man von blut- 
befleckten Stoffen erhalten hat, oder direkt in Kontakt mit mensch- 
lichem Blutserum, so beobachtet man folgende charakteristische 
Reaktion. 

Das Blut der einzelnen Tierarten gibt verschiedene Fiarbungen, 
je nach seiner Herkunft. Wahrend das menschliche Blut eine Bernstein- 
nuance gibt, zeigt dasjenige von Tieren verschiedene Abweichungen 
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des Gelbs, und die Farbe ist auch mehr oder weniger stark, je nach 
Alter der Flecken. 

Ich habe versucht, diese Reaktion in der Pathologie anzuwenden, 
und habe sie bei den Untersuchungen der Sera von Syphilitikern im 
Vergleich mit Normalseren benutzt. Das Ergebnis meiner Unter- 
suchungen war folgendes: 

Bei den syphilitischen Seren findet eine charakteristische, mehr 
oder weniger starke Entfirbung statt; diese tritt nicht bei normalen 
Seren ein, welche — wie schon gesagt — ein unzweideutiges Bernstein- 
gelb aufweisen. 

Die Ausfiihrung der Reaktion gestaltet sich so: man gibt in ein 
Reagenzglas von kleinem Durchmesser die Versuchsseren oder die 
Blutlésungen, die man mittels Einweichung eines mit Blut befleckten 
Leinenstiickchens von 1, qem Oberfliche in leem Aqua dest. er- 
halten hat. Dann fiigt man die Reagenzien nacheinander hinzu') 
und schiittelt ein- bis zweimal um. Nach 3 bis 4 Minuten hat die Fliissig- 
keit die Farbe angenommen, die der Herkunft des Blutes entspricht, 
oder es zeigt sich die Entfirbung; sie beweist, daB das Individuum, 
von dem das Blut stammt, mit Lues belastet ist. Die Reaktion soll 
rasch und einzeln fiir jedes Versuchsréhrehen ausgefiihrt werden. 
Das Serum erhilt man mittels Sedimentation; es mu® klar sein und 
darf nicht inaktiviert werden. 





Form: 


Reagenz- Versuchs- Sicheres Normal: sitaked Silbernitrat | Ammoniak 
glas serum Luesserum | serum Aqua dest. 38—40 proz 0,75 proz. | 0,925 proz. 

1 05 — —_ — O5 O05 05 

2 05 ~ 0.5 05 05 

3 —_ _ 0,5 — 05 05 05 

4 — —_ _ 05 0.5 0.5 0.5 


In dem Reagenzglase mit sicherem Luesserum nebst den Rea- 
genzien wird man eine charakteristische Entfarbung beobachten. 
Die Fliissigkeit des Reagenzglases Nr. 3, welches Normalserum und 
die Reagenzien enthilt, nimmt eine charakteristische Bernsteinfarbe 
an. Das Reagenzglas Nr.4 mit Aqua dest. und Reagenzien nimmt 
eine graue Farbe an unter partieller Bildung eines Silberspiegels. 

Welches ist das Wesen der Reaktion ? 

Vom ausschlieBlich chemischen Standpunkt aus kann man an- 
nehmen, daB gewéhnlich im Serum befindliche Substanzen die Reak- 
tion behindern, die zur Entfirbung des Silberspiegels fiihrt, und dab 
die Zunahme dieser Substanzen bei der Syphilis die Ursache der charak- 
teristischen Entfiirbung ist. Eine dieser Substanzen, welche eine solche 


1) Reihenfolge: Formaldehyd, Silbernitrat, N H3. 
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Hemmung erkliren kénnte, ist der Sauerstoff, der normalerweise im 
Blutserum des Menschen vorhanden ist (0,26%). Die Reaktion kénnte 
somit zunichst durch Gegenwart des Sauerstoffs und dessen Ver- 
mehrung erklirt werden. Fiir die Lipoide ist die Fahigkeit, lockeren 
Sauerstoff zu binden, seit den Untersuchungen von Haner und Kiihne 
bekannt. Doch handelt es sich offenbar hier um eine Reaktion kolloidaler 
Bestandteile. Die neueren Forschungen der physikalischen Chemie 
ergeben, da das Blut und die Organfliissigkeit kolloidale Substanzen 
sind, 

Ich habe nicht die Méglichkeit, weitere Untersuchungen in dieser 
Richtung auszufiihren, doch hoffe ich, da kompetente Beurteiler 
sich fiuRern werden. 
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Uber die Fermentbildung in keimenden Pflanzensamen. 
Von 
A. Bach und A. Oparin. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
und dem Botanischen Institut der Universitat in Moskau. ) 


(Eingegangen am 16. August 1922.) 


Uber die Fermentbildung in keimenden Pflanzensamen ist viel 
gearbeitet worden, das vorhandene, ziemlich umfangreiche Tatsachen- 
material gestattet aber keinen naheren Einblick in die Entwicklungs- 
geschichte und die gemeinsame Betiatigung der Zellfermente wahrend 
des Keimungsprozesses'). In fast simtlichen Arbeiten wurde lediglich 
die Bildung eines bestimmten Ferments, ohne Beriicksichtigung der 
Tatigkeit anderer Zellfermente, ins Auge gefaBt. So verfolgten z. B. 
Kjeldahl?) und Brown und Morris*) die Bildung der Amylase in keimen- 
den Gersten, Weiss*) die Bildung der Protease usw. Da die Versuche 
mit verschiedenen Materialien und unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen ausgefiihrt wurden, ist die Systematisierung der vor- 
handenen Angaben tiber die Fermentbildung wihrend der Keimung 
so gut wie aussichtslos. Nun ist aber fiir die Aufklarung der Rolle der 
Fermente im Haushalt des lebenden Organismus die Kenntnis ihrer 
gleichzeitigen Entstehung und gemeinsamen Betitigung nicht weniger 
wichtig als die des Verhaltens isolierter Fermente. Von diesem Ge- 
danken ausgehend, versuchten wir, die gleichzeitige Entwicklung der 
Katalase, Peroxydase, Oxygenase, Amylase und Protease in keimenden 
Samen zu ermitteln. Im nachstehenden soll iiber die erhaltenen Re- 
sultate kurz berichtet werden. 


Methodik. 
Zubereitung des Materials. 


Fiir die Versuche wurden sorgfaltig ausgewahlte, auf ihre Keimfahigkeit 
geprifte Weizen- und Sonnenblumensamen angewandt. Je 2500 Samen 
wurden in Wasser aus der Leitung 24 Stunden eingeweicht und dann zwischen 
Leinwand auf feuchten, in flachen Schalen enthaltenen Sigespiinen im 

1) Literatur bei Czapeck, Biochemie der Pflanzen. 

2) C. r. Labor. Carlsberg. 

3) C. r. ac. se. 1900, S. 130. 

4) Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 79, 1900. 
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Dunkeln bei 25° im Thermostaten, der Keimung iiberlassen, wobei fiir Er- 
haltung der erforderlichen Feuchtigkeit Sorge getragen wurde. Zu be- 
stimmten Zeiten wurden dem keimenden Material je 300 Keimlinge ent- 
nommen, zwischen Filtrierpapier gepreBt, mit einer Schere in kleine Stiicke 
zerschnitten und im Thermostaten 5 Stunden bei 40° vorgetrocknet. Die 
Sonnenblumenkeimlinge wurden vor der Bearbeitung von ihren Schalen 
befreit. Nach Vortrocknen im Thermostaten wurde das Material im Vakuum- 
Exsikkator tiber Schwefelsiure 5 Stunden gehalten, dann fein zerrieben, 
durch ein 0,25 mm Sieb geschlagen und weiter im Exsikkator aufbewahrt. 
Die grob zerkleinerten Sonnenblumenkeimlinge wurden zuniichst durch 
Waschen mit Benzin teilweise entfettet, dann fein zerrieben, nochmals mit 
Benzin gewaschen, gesiebt und im Exsikkator gehalten. Siamtliche zu ver- 
schiedenen Zeiten entnommenen Proben wurden bis zum Abschlu8 des 
Keimungsversuches im Exsikkator aufbewahrt und dann gleichzeitig unter- 
sucht. AuBer der Bestimmung der oben genannten Fermente wurde noch 
der Gehalt der Proben an Gesamtstickstoff ermittelt, und zwar aus Griinden, 
die weiter unten besprochen werden sollen. 


Bestimmung der Katalase. 

Von jeder in obiger Weise verarbeiteten Probe wurde etwa 1g mit 
50 cem Wasser verrieben, das Gemisch wurde 4 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und durch einen trockenen Filter filtriert. 
Von den klaren Filtraten wurden je 20 ccm in Erlenmeyerkolben gegeben, 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, mit 3 bis 5cem 1 proz. Hydro- 
peroxydlésung (Merck) versetzt; die Gemische wurden 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt, dann mit 3ccm 10 proz. Schwefelsiure 
angesiiuert und mit n/l0 Permanganatlésung bis zur bleibenden Rosa- 
farbung titriert. Gleichzeitig wurden Kontrollversuche mit den _ ent- 
sprechenden inaktivierten Extrakten unter sonst gleichen Bedingungen 
angestellt. Die Inaktivierung der Extrakte geschah durch 5 Minuten langes 
“rhitzen im kochenden Wasserbad.. Die Differenz zwischen dem Per- 
manganatverbrauch im Kontrollversuch und dem im Hauptversuch ergab 
die Menge des zersetzten Hydroperoxyds als MaB des Katalasegehaltes der 
untersuchten Probe. 


Bestimmung der Peroxydase. 


Die fiir die Bestimmung der Peroxydase erforderlichen Extrakte wurden 
in ahnlicher Weise, wie bei der Katalase dargestellt. Hauptversuch: 20 cem 
Extrakt, 20cem Wasser, 5cem 10 proz. Pyrogallollésung, 5 ccm | proz. Hydro- 
peroxydlésung. Kontrollversuch: 20 cem inaktiviertes Extrakt unter sonst 
gleichen Bedingungen. Die Reaktionsgemische wurden 24 Stunden bei 
25° aufbewahrt, und das entstandene Purpurgallin wurde weiter nach der 
Methode von A. Bach und B. Sbarsky') titrimetrisch bestimmt. Die Ge- 
mische wurden durch mit Asbest beschickte Réhren (gewoéhnliche Chlor- 
calciumréhren eignen sich dazu vortrefflich) filtriert, die Purpurogallin- 
niederschlage wurden mit kaltem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
nicht mehr Kaliumpermanganat reduzierte, in konzentrierter Schwefelsiure 
quantitativ gelést, die Lésungen wurden mit dem siebenfachen Volumen 
Wasser verdiinnt und mit n/10 KMnO, bis zur bleibenden Rosafarbung 
titriert. Es hat sich als zweckmiaBig erwiesen, beim AbschluB der Titration 


1) Diese Zeitschr. 84, 473, 1911. 
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die Reaktionsfliissigkeit zu erhitzen, wodurch die Erreichung des Endpunktes 
betrachtlich beschleunigt wird. Die Differenz zwischen dem Permanganat- 
verbrauch im Kontrollversuch und dem im Hauptversuch ergibt das MaB 
der Peroxydasewirkung. 


Bestimmung der Oxygenase. 


Die meisten Pflanzenmaterialien enthalten neben Peroxydase auch 
Oxygenase, d. h. eine fermentartige Substanz, welche molekularen Sauer- 
stoff unter Peroxydbildung aufnimmt und mit ersterer ein oxydierendes 
System, eine ,,volle Oxydase‘, herstellt, welche in ihrer Wirkung dem 
System Peroxydase + Hydroperoxyd vollig gleicht. Da die Oxygenase bei 
weitem unbestindiger ist als die Peroxydase, so kommt es haufig vor, daB 
das untersuchte Material weniger Oxygenase enthalt, als zu vélliger Aus- 
nutzung der Peroxydase erforderlich ist. In diesem Falle bewirkt Zusatz 
von Hydroperoxyd eine Zunahme der oxydierenden Wirkung. In entgegen- 
gesetztem Falle iibt Hydroperoxyd keinen oder sogar einen hemmenden 
EinfluB aus. Die Ursache letzterer Erscheinung ist noch nicht vollig auf- 
geklart. Allem Anschein nach wird hier die Oxygenase durch den aktiven 
Sauerstoff des Hydroperoxyds in ein stabiles Oxyd verwandelt, welches 
nicht mehr die Fahigkeit besitzt, molekularen Sauerstoff unter Peroxyd- 
bildung aufzunehmen, wodurch zugleich eine direkte und indirekte Abnahme 
des aktiven Sauerstoffs (Peroxydsauerstoffs) im System hervorgebracht 
wird. 

Die Oxygenase wird in der Weise bestimmt, daB 20 ccm Extrakt, 
25 cem Wasser und 5 cem 10 proz. Pyrogallollésung in einem Erlenmeyer- 
kolben gegeben werden, das Gemisch wird 24 Stunden im Thermostaten 
bei 25° unter zeitweiligem Umschiitteln aufbewahrt. Als Kontrolle dient ein 
gleichzeitiger Versuch mit inaktiviertem Extrakt. Das entstandene Purpuro- 
gallin wird weiter, wie bei der Bestimmung der Peroxydase angegeben, mit 
n/10 KMnQ,, titriert. 


Bestimmung der Amylase. 

Von jeder Probe wurden etwa 2 g mit 50 cem Wasser verrieben und im 
Thermostaten bei 35° unter Toluolzusatz 24 Stunden der Verzuckerung 
iiberlassen. Bei den Versuchen mit Sonnenblumenkeimlingen wurden in 
jedem Falle 0,2 g Weizenstirke zugesetzt. Kontrollversuche wie iiblich. 
Die Bestimmung des entstandenen Zuckers erfolgte nach der wohl be- 
kannten Methode von Bertrand durch Titrieren mit n/10 KMnQ,. 


Bestimmung der Protease. 


Je 2g Substanz wurden mit 50 cem Wasser verrieben und bei 35° im 
Thermostaten unter Toluolzusatz 48 Stunden stehen gelassen. Die Reak- 
tionsgemische wurden dann nach Barnstein') aufgekocht, mit 25 ccm 
Kupfersulfatlésung (60 g CuSO, im Liter) und 25 ccm Natronlauge (12,5 g 
NaOH im Liter) unter Umriihren versetzt. Nach Absetzen wurden die 
klaren Fliissigkeiten durch einen Filter abgegossen und die Niederschliige 
zunachst durch Dekantieren und dann auf dem Filter gewaschen, bis 
die Waschwisser keine Reaktion auf Kupfer gaben. Die getrockneten 
Niederschlage wurden zuletzt nach Kjeldahl verbrannt und der entstandene 
Ammoniak mit n/10 Schwefelsiure bestimmt. Bei den Kontrollversuchen 





1) Landw. Versuchsst. 54, 328, 1900. 
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wurden je 2g Substanz mit 50ccm Wasser direkt (ohne vorheriges Auf- 
bewahren im Thermostaten) zum Kochen erhitzt und dann weiter wie in 
den Hauptversuchen behandelt. Die Differenz zwischen dem Schwefelsiure- 
verbrauch in den Kontrollversuchen und in den Hauptversuchen ergibt 
(in Kubikzentimetern n/10 SO,H,) den EiweiBstickstoff, welcher unter der 
Einwirkung der Protease abgespalten worden ist. 


Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 
Der Gesamtstickstoff wurde in den Proben direkt nach Kjeldahl in 
iiblicher Weise bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 

Um die erhaltenen Analysenzahlen miteinander vergleichen zu 
kénnen, pflegt man diese auf die Gewichtseinheit der Trockensubstanz, 
die als konstanter Faktor angesehen wird, zu beziehen. Fine einfache 
Uberlegung belehrt, da& in vorliegendem Falle eine derartige Dar- 
stellung der Versuchsergebnisse unstatthaft ist. Der Keimungsprozes 
ist infolge der Veratmung von Kohlenstoff und Wasserstoff mit einer 
starken Abnahme der Trockensubstanz verbunden. Das Verhiltnis 
Ferment : Trockensubstanz kann daher auch bei unrerdnderter ab- 
soluter Fermentmenge anwachsen und eine Zunahme der Ferment- 
bildung vortéiuschen. Abgesehen von der Schwierigkeit, das Keim- 
material zur Gewichtskonstanz ohne Substanzverlust zu bringen, 
fiihrt hier die tibliche Darstellungsweise der Versuchsergebnisse an und 
fiir sich zu irrigen Vorstellungen. Der einzige Faktor, welcher bei 
der Keimung praktisch konstant bleibt, ist der Gehalt des Materials 
an Gesamtstickstoff, da die geringen Mengen stickstoffhaltiger Sub- 
stanzen, welche in die Umgebung hinausdiffundieren, nicht in Betracht 
kommen. Wir beschlossen daher, die Analysenzahlen auf diesen Faktor 
zu beziehen und den jeweiligen Fermentgehalt der Proben auf 100 mg 
Gesamtstickstoff umzurechnen. Deshalb fiihrten wir in simtlichen 
Proben die Bestimmung des Gehaltes an Gesamtstickstoff aus. Da 
die Wirkungen der Katalase, der Peroxydase, der Oxygenase und der 
Amylase durch Titrieren mit n/10 KMnO, messend verfolgt werden, 
so ist hier ein direkter Vergleich der gleichzeitigen Tatigkeit dieser 
Fermente méglich. Indirekt laBt sich auch die Wirkung der Protease 
mit den Wirkungen der anderen Fermente vergleichen. 


Fermentbildung in keimendem Weizen. 


In der oben besprochenen Weise fiihrten wir zwei Parallelversuche mit 
je 2500 Weizensamen aus. Die Samen gehérten zu der gleichen Rasse und 
stammten von demselben Felde, nur war das Material fiir die erste Ver- 
suchsreihe der Ernte von 1919, das fiir die zweite Versuchsreihe der Ernte 
von 1921 entnommen. Im nachstehender Tabelle sind die erhaltenen 
Resultate zusammengestellt. Jede der angegebenen Zahlen ist der Durch- 
schnittswert von mindestens zwei Bestimmungen. 
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Fermentmengen in keimenden Weizensamen 
auf 100 mg Gesamtstickstoff bezogen. 





Zeit Katalase Peroxydase Oxygenase Amylase Protease 
in | 1919 1921 1919 1921 1919 1921 1919 1921 1919 1921 
Tagen 
| cem nfl0 KMnO, cem n{l0 SO,Hy 
0 188.0 2405 805 900 85.0 135.0 4.5 5.0 2.0 2.5 
] 174.0 225.5 755) 645 88,5 | 134.0 4.5 4.0 2.5 3.0 
2 199.5 283.5 90.5 1150 1045 161.5 6.5 9.0 6,0 75 
3 280.5 565.5 179.5 266.5 123.5 195.0 10.5 15,5 10,5 17,5 
4 478.5 562.5 318.5 458.0 143.5 2110 205 525 22,0 30,0 
6 (454.5 472.5 586.0 | 793.5 182.5 2275 835 99.0 660 82,0 
8 380.0 278,0 756.5 825.5 197.5 197.0 107.5 114.0 92,5 100.5 
1] 203.0 139.5 729.5 6885 159.0 1585 98,5 1145 900 91,0 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die hier in Betracht gezogenen 
Fermente bereits in den ruhenden Samen existieren, und zwar sind 
darin die Atmungsfermente (Katalase, Peroxydase, Oxygenase) in 
viel gréReren Mengen enthalten als die hydrolytischen Fermente (Amy- 
lase, Protease). Nach 2 Tagen findet in allen Fallen eine deutliche 
Zunahme der Fermentmengen statt. Die Fermentbildung nimmt 
weiter bis auf ein Maximum zu, um dann wieder herabzufallen. Die 
Katalase erreicht ihren Maximalwert am 3. bis 4. Tage, die tibrigen 
Fermente am 6. bis 8. Tage. Auffallend sind hier die Verhaltnisse 
der Anfangswerte zu den Maximalwerten. Die Ernte 1919 war bedeutend 
fermentarmer als die Ernte 1921. Vergleicht man nun diese Verhalt- 
nisse fiir jedes Ferment in beiden Versuchsreihen, so ergibt sich folgendes : 


Anfangswerte : Maximalwerte. 


Katalase Peroxydase Oxygenase Amylase Protease 
1919 . . . 1:2,4 1: 9,3 1: 2,3 1: 46,2 1: 23,9 
ieee cs. s) beady 1: 9,1 em Pe | 1: 42,8 1: 22,8 


Also Weizensamen, welche im Ruhezustand einen héheren Ferment- 
gehalt aufweisen, produzieren waihrend der Keimung verhaltnismabig 
geringere Fermentmengen als Samen mit niederen Anfangswerten. 
Noch deutlicher tritt diese Erscheinung hervor, wenn man die Bildung 
der Atmungsfermente und die der hydrolytischen Fermente in einem 
und demselben Material in Betracht zieht. Z. B. bei den Samen von 
der Ernte 1919 betrigt der erreichte Maximalwert nur das 2,4fache 
des Anfangswertes fiir die Katalase und das 46,2fache fiir die Amylase. 
Im Ruhezustand entsprach der Katalasegehalt der Samen_ 188,0, 
der Amylasegehalt 4,5ccm n/10KMnQ,. Fir die Erklarung dieser 
Erscheinung gibt es noch keine Anhaltspunkte. 

Simtliche im obigen angefiihrte Zahlen bringen nicht die ab- 
soluten, sondern die relativen Fermentwirkungen zum Ausdruck, 
d. h. die Fermentwirkungen, welche unter den gegebenen Verhiltnissen, 
bei gleichzeitiger Betitigung der in die Extrakte gelangenden Fermente, 
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zu beobachten sind. Findet eine Verinderung der Verhiltnisse statt, 
so gestalten sich die Fermentwirkungen ganz anders. Als Beispiel 
soll folgender Versuch angefiihrt werden: 

Im Laufe der Untersuchungen wurde ein anscheinend abnormes 
Verhalten der Katalase beobachtet, welches vermuten lieB, da im 
betreffenden Extrakt eine fermentative Steigerung der Aziditat zu- 
stande kam. Es wurden daher zwei Portionen des gekeimten Materials 
in der oben angegebenen Weise auf Extrakte verarbeitet mit dem 
Unterschied, daf eine der Portionen mit 0,2 g Calciumcarbonat vor 
der Extraktion vermengt wurde. Beide Extrakte wurden unter Toluol- 
zusatz dargestellt. Gleichzeitig mit den Hauptversuchen wurden 
Kontrollversuche mit inaktivierten Extrakten angestellt. Die Be- 
stimmung der Katalase erfolgte in der bereits beschriebenen Weise. 


Katalasemengen auf 100 mg Gesamtstickstoff bezogen in ecm n/10 KMnQ,. 





Zeit in Tagen 0 Roy 2 3 4 6 a ae 
Obne CaCO, . . . . | 224,0 224.0 285.0, 565.5) 563.5, 474,5 279.0, 139.0 
Mit CaCO, . . . . . | 240,0) 210.0) 1275,0 1870.0 2164,0 2613,0 2462.0) 1985.0 


Die Neutralisation der im Extrakt entstehenden Siure und 
vielleicht auch die Hemmung der Wirkung anderer Fermente brachte 
also eine enorme Zunahme der Katalasewirkung hervor. Dies ist ein 
schlagender Beweis dafiir, da} bei der Ermittlung der Fermentwirkungen 
man es mit einer Fiille von Reaktionen zu tun hat, die teils in gleicher, 
teils in verschiedener Richtung verlaufen. Was man bei den Ferment- 
wirkungen zahlenmibig bestimmt, ist lediglich die Resultierende 
mehrerer, gréBtenteils noch unerforschter Prozesse. 


Fermentbildung in keimenden Sonnenblumensamen. 

In ahnlicher Weise, wie bei den Weizensamen, wurde die Ferment- 
bildung bei keimenden Sonnenblumensamen verfolgt. Bei der Be- 
stimmung der Amylase wurde zu jeder Probe 0,2 g Weizenstirke ge- 
geben. Dabei wurden nachstehende Zahlen erhalten: 


Fermentmengen in keimenden Sonnenblumensamen 
auf 100 mg Gesamtstickstoff bezogen. 





Zeit Katalase | Peroxydase | Oxygenase Amylase Protease 
in 
Tagen com n{l0 K Mn Oy com n|l0 SOyH» 

0 1131,0 41,0 7,0 12,0 0,0 
1 8110 30,5 89,0 12,0 5,0 
2 1342.0 45,5 124.5 12,5 9,5 
3 3509,0 90,0 135,5 17,0 19,0 
4 53165 120,5 143,0 21,0 31,5 
6 5588.5 140,0 148,0 36,0 58,5 
8 3923,0 119,0 143,0 41,5 55,5 

il 2153,0 92,0 140,0 40,0 41,0 

16 815.5 67,0 135.5 39,5 16,0 
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Im Vergleich mit keimenden Weizensamen weisen keimende 
Sonnenblumensamen betriichtlich héhere Katalasewerte und geringere 
Peroxydase-, Diastase- und Proteasewerte bei etwa gleichen Oxygenase- 
werten auf. 

Zusammenfassung. 

Die Fermentbildung wihrend der Keimung von Weizen- und 
Sonnenblumensamen wurde messend verfolgt unter Anwendung von 
Methoden, die gestatten, die Wirkungen der Katalase, der Peroxydase, 
der Oxygenase und der Amylase in n/10 Kaliumpermanganatlésung, 
die Wirkung der Protease in n/10 Schwefelsiiure auszudriicken. Die 
Analysenzahlen werden bezogen nicht auf die Einheit der Trocken- 
substanz, welche bei im Dunkeln keimenden Samen stets abnimmt, 
sondern auf die Kinheit des Gesamtstickstoffs, welcher bei der Keimung 
praktisch konstant bleibt. Sowohl in Weizensamen wie in Sonnen- 
blumensamen ist im Ruhezustande wie wiihrend der Keimung der Ge- 
halt an Atmungsfermenten (Katalase, Peroxydase, Oxygenase) bei 
weitem hoher als der an hydrolytischen Fermenten (Amylase, Protease). 

Der Fermentgehalt der Samen steigt wihrend der Keimung bis 
auf ein Maximum, um dann weiter abzunehmen. Bei keimendem Weizen 
erreicht die Katalase ihren Maximalwert am 3. bis 4. Tage, die tibrigen 
Fermente am 6. bis 8. Tage. Bei keimenden Sonnenblumensamen 
werden fiir alle Fermente die Maximalwerte am 6. bis 7. Tage erreicht. 

Der Gehalt der keimenden Sonnenblumensamen an Katalase ist 
betrichtlich héher, der Gehalt an den iibrigen Fermenten geringer 
als bei keimenden Weizensamen. 

Zusatz von Calciumcarbonat zu den Proben von keimenden Weizen- 
samen vor der Extraktion fiihrt eine auBerordentlich groBe Zunahme 
der Katalasewirkung herbei. Eine Anderung der im Extrakt obwaltenden 
Verhiltnisse verschiebt also die Fermentwirkungen, die sich darin 
abspielen. Daraus ergibt sich, daB bei der Ermittlung einer Ferment- 
wirkung nicht diese als solche, sondern stets nur die Resultierende 
mehrerer, gréBtenteils noch nicht erforschter Reaktionen gemessen 
wird, welche teils in gleicher, teils in verschiedener Richtung verlaufen. 
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Einflu6 des Sauerstoffs auf die Fermentbildung 
in keimenden Weizensamen. 


Von 
A. Oparin. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
und dem Botanischen Institut der Universitat Moskau.) 


(Hingegangen am 16. August 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der voranstehenden Abhandlung von A. Bach und A. Oparin 
mitgeteilten Versuche tiber die Fermentbildung in keimenden Samen 
wurden im Dunkeln, also mit athiolierten Keimlingen, und bei Luft- 
zutritt ausgefiihrt. Um weitere Aufschliisse iiber diesen Gegenstand 
zu gewinnen, schien es von Interesse, die Beeinflussung der Ferment- 
bildung durch Sauerstoffiiberschu8 und Sauerstoffmangel zu ermitteln. 

Auf Veranlassung von A. Bach, dem ich auch an dieser Stelle 
meinen herzlichen Dank sage, stellte ich Untersuchungen in zwei 
Richtungen an. In einer Versuchsreihe wurden Weizensamen der 
Keimung in reiner Sauerstoffatmosphiire unterworfen. Andererseits 
wurden Weizensamen wiihrend der Keimung abwechselnd in reinem 
Sauerstoff und reinem Wasserstoff iiberlassen. Als Kontrolle diente 
ein Keimungsversuch bei Luftzutritt. Die Ausfiihrung der Versuche 
gestaltete sich folgenderweise: 

Weizensamen (Ernte 1921, s. voranstehende Mitteilung) wurden 
24 Stunden in iiblicher Weise eingeweicht und dann auf Tonteller aus- 
gebreitet, welche in gréBeren, Knoppsche Fliissigkeit enthaltenden Kri- 
stallisatoren tauchten. Um Assimilation von Stickstoff zu vermeiden, 
wurden in der Knoppschen Fliissigkeit Kalium- und Calciumnitrat durch 
die entsprechenden Sulfate und Chloride ersetzt. Die Kristallisatoren 
wurden in Vakuum-Exsikkatoren gestellt, welche mit Kalilauge — behufs 
Absorption der entstandenen Kohlensiiure — beschickt und mit einem 
Sauerstoff- bzw. Wasserstoffbehalter verbunden wurden. Es wurden Vor- 
kehrungen getroffen, welche gestatteten, den Sauerstoff in den Exsikkatoren 
bei Atmosphiarendruck zu _halten. 

In der ersten Versuchsreihe wurden also 2500 eingeweichte Weizen- 
samen in reiner Sauerstoffatmosphiire bei 25° in dem soeben beschriebenen 
Apparat der Keimung iiberlassen. In der zweiten Versuchsreihe wurden die 
Samen nach der Einweichung 24 Stunden in Sauerstoff gehalten, letzterer 
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wurde dann durch reinen Wasserstoff ersetzt (alkalische Pyrogallollésung 
zur volligen Eliminierung des Sauerstoffs). Die Keimung wurde weiter 
24 Stunden in dieser Atmosphare, dann am nachsten vierten Tage wieder 
in Sauerstoffatmosphire usw. bis am achten Tage abwechselnd in Sauerstoff 
und Wasserstoff fortgefiihrt. Unter diesen Bedingungen wurden die Keim- 
linge am Leben erhalten und konnten spater zu normalen Pflanzen geziichtet 
werden. Die zur Kontrolle dienende dritte Versuchsreihe wurde unter 
gleichen Bedingungen, aber an der Luft, ausgefiihrt!). Die Zubereitung 
und die Analyse der Versuchsmate- 
rialen erfolgte in der von Bach und = 2600, 
Oparin in der voranstehenden Mit- 2500 
teilung beschriebenen Weise. 2400 
Die erhaltenen Resultate sind — 2300}- 
in Tabelle I zusammengestellt. 2200}- 
Innebenstehenden Abbildungen #72? 
sind die erhaltenen Resultate der 
Ubersichtlichkeit wegen in Kurven- 
form fiir die Peroxydase, Oxygenase 
und Protease wiedergegeben. Die 
Diastasekurve deckt sich fast voll- 
stiindig mit der Proteasekurve und 
ist deshalb ns worden. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Was die Katalasekurve anbelangt, so hat sie eine ziemlich un- 
regelmafige Form angenommen, die vermuten lieS, daB sich hier 
verschiedene Einfliisse, inshesondere die Siurebildung, geltend machten. 
Ich stellte daher einen Versuch in Gegenwart von Calciumcarbonat 





1) Dabei wurde der entsprechende Exsikkator zunichst mit Luft 
beschickt und dann der verbrauchte Sauerstoff aus einem Sauerstoff- 
behalter ersetzt. 
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an (vgl. voranstehende Mitteilung), wobei die in Tabelle II wieder- 
gegebenen Resultate erhalten wurden (s. auch die Kurve). 

Aus obigen Zahlen ergibt sich folgendes: 

1. Die Steigerung des Partialdruckes des Sauerstoffs iibt keinen 
bedeutenden EinfluB auf die Fermentbildung aus, mit Ausnahme 
der Oxygenase, deren Bildung in reiner Sauerstoffatmosphire stark 
herabgesetzt wird. Diese Resultate stimmen mit den Beobachtungen 
von Pfeffer und seinen Schiilern iiberein, wonach das Wachsen der 
Pflanzen durch die Steigerung des Partialdruckes des Sauerstoffs 
bis auf eine Atmosphiire nur in geringem Mae beeinfluBt wird. 

2. In allen Stadien des Keimungsprozesses bewirkt der Ersatz 
des Sauerstoffs durch ein inertes Gas eine Hemmung oder sogar einen 
Zuriickgang der Fermentbildung. Eine Ausnahme macht wiederum 
die Oxygenase, welche am 4. Tage, also nach der zweiten Behandlung 
der Keimlinge mit reinem Sauerstoff, eine sehr groBe Abnahme ihrer 
Wirkung (von 192 auf 24cem n/10 KMnQ,) aufweist. Diese Er- 
scheinung laBt sich dadurch erkliren, da®B die labile Oxygenase im 
reinen Sauerstoff viel rascher zerstért wird als an der Luft. Daraus 
ergibt sich, daB freier Sauerstoff fiir die normale Fermentbildung un- 
entbehrlich ist. Ob nun der Sauerstoff an der Fermentbildung direkt 
beteiligt ist, d. h. ob Fermente irgendwelche Oxydationsprodukte 
sind, oder ob durch Sauerstoffmangel die Funktionen der lebenden 
Substanz und darunter auch die Fermentbildung herabgedriickt werden, 
mu vorliufig dahingestellt bleiben. 

Herrn Prof. Th. Kraschenninikoff, in dessen Laboratorium vor- 
liegende Arbeit ausgefiihrt worden ist, spreche ich meinen verbind- 
lichsten Dank aus. 
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Untersuchungen 





iiber den Kohlehydratstoffwechsel bei der Avitaminose. 
4 I. Mitteilung. 
i Ober den Blutzucker. 
Be 
a ; Von 
s J. A. Collazo, Montevideo. 
iy (Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 
: (Eingegangen am 14. August 1922. 
mh Mit 2 Abbildungen im Text. 
( Wie Bickel und T'suji auf Grund von Stoffwechselversuchen 
3 ° ° . ” . 7 
; am vitaminfrei ernihrten Hunde gezeigt haben, beruht der Kérper- 
gewichtsverlust bei der Avitaminose zunichst auf einer Einschmelzung 
des Fett- und Kohlehydratbestandes des Kérpers, und ein geniigender 
4 Ersatz des eingeschmolzenen Materials aus der Nahrung kommt nicht 
i mehr zustande. Erst spiter tritt ein Protoplasmaverlust hinzu. 
j Systematische Untersuchungen iiber den intermediiren Kohle- 
; hydratstoffwechsel bei dieser Krankheitsgruppe liegen, abgesehen von 
den Angaben Funks wie Ogatas und seiner Mitarbeiter iiber eine 
4 Hyperglykamie bei avitaminésen Végeln, nicht vor. Aus diesem 
ae jrunde habe ich mir die Aufgabe gestellt, die Verinderungen am 
; intermediiren Kohlehydratstoffwechsel etwas genauer zu studieren. 


Die Untersuchung des Gaswechsels hat bei der Avitaminose keine 
hinlangliche Erklarung des beobachteten Phinomens der K6érpergewichts- 
abnahme gebracht, soweit fiir diese Fett- und Kohlehydratschwund in 
Frage kommt. Denn die Niichternwerte fiir den O,-Verbrauch sind bei 





dem avitaminésen Tiere nach den Beobachtungen von Abderhalden an i 
Tauben und T'suji und Loewy am Hunde herabgesetzt; sie entsprechen | 
einfach dem verminderten Kérpergewichte. Tsuji hat daraus schon ge- 


schlossen, daB die doch zweifellos vorhandene gesteigerte Kohlehydrat- 
und Fettzerstérung entweder nur wihrend der Verdauungsperiode oder 
aber mit vermindertem physiologischen O,-Verbrauch vor sich gehen miisse. 
Um nun zunichst einmal eine Grundlage fiir die ganze weitere 
Beurteilung dieser Frage zu bekommen, war es vor allem nétig, Klarheit 
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iiber das Verhalten des Blutzuckers bei der Avitaminose zu schaffen. 
Das Blut bietet uns die giinstigste Gelegenheit, den Zuckerstoffwechsel 
zu studieren. 

Uber diese Versuche will ich im folgenden berichten. 

Als Versuchstiere dienten mir Tauben und Hiihner, ferner Meer- 
schweinchen und Hunde. Es war immerhin méglich, daB bei der Avita- 
minose der Zuckerstoffwechsel bei den mehr von Kohlehydraten sich 
nihrenden und bei meinen Versuchen ausschlieBlich mit Reis ge- 
fiitterten Végeln stirkere Stérungen wiirde erkennen lassen, als bei 
einem ausgesprochenen Fleischfresser, wie es der Hund ist. 

Von den Meerschweinchen, die mit eiweiBreichem Hafer gefiittert 
wurden, war anzunehmen, da sie die Mitte hielten. Die Tauben und 
Hiihner wurden, wie schon gesagt, abgesehen vom Wasser, nur mit poliertem 
Reis, der auf 120° erhitzt worden war, gefiittert. Die Meerschweinchen 
erhielten trockenen Hafer und Wasser. 


Die Hunde waren mit 3 Tage lang ausgekochtem Pferdefleisch, 
Schweineschmalz und geschliffenem Reis und Salzgemisch ernahrt worden. 

Ich habe ferner den Blutzuckergehalt der avitaminésen ‘Tiere 
verglichen mit dem Blutzuckergehalt von mit normaler Nahrung unter- 
ernihrten Kontrolltieren. 

Das Ergebnis meiner Versuche ist folgendes: Bei den Tauben 
tritt fast sofort mit Einsatz der vitaminfreien Ernahrung eine pro- 
gressive Senkung des Blutzuckergehaltes auf. Nach etwa 10 bis 14 Tagen 
ist gewohnlich der tiefste Punkt der Kurve erreicht und es beginnt 
nunmehr der Blutzuckergehalt progressiv anzusteigen. Wenn die 
Tiere lange genug leben, tritt schlieBlich ein im Vergleich zur Norm 
stark erhéhter Blutzuckergehalt auf. Wir haben es also zunichst mit 
der Ausbildung einer Hypoglykiamie zu tun, die sich allmahlich in eine 
Hyperglykamie umwandelt. Nicht alle Tiere erleben diese ganze Kurve. 
Der Tod kann an allen Punkten der Kurve eintreten. Immer aber 
geht unmittelbar dem Eintritt des Todes vorauf eine Senkung des 
Blutzuckergehaltes im Vergleich zu dem letztnotierten Wert, einerlei, 
in welchem Stadium sich die Tiere befinden. 

Wie Bock und Hoffmann gefunden haben, vermindert sich der Blut- 
zuckergehalt vor dem Tode regelmaBig. 

Ablésung der avitaminésen Ernihrung im _ hyperglykimischen 
Stadium durch vitaminreiche Ernihrung oder durch Hunger bringt 
den Blutzuckerwert sofort zur Norm zuriick (Kurve IT). 

Bei den Hiihnern habe ich dasselbe Verhalten des Blutzuckers 
gesehen, nur iibertraf im hyperglykimischen Stadium der Blutzucker- 
gehalt nicht so betrichtlich den Normalwert, wie es bei den Tauben 
der Fall war. Tauben haben den empfindlichsten Blutzuckerstoff- 
wechsel (vgl. Kurve I). Wir finden bei der Hyperglykimie der Tauben 
in dem aufsteigenden Stadium einen Blutzuckerwert von 0,3 bis 0,58 %. 
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Das bedeutet eine Steigerung von 0,1 bis 0,38°, im Vergleich mit 
dem normalen Mittel. Nach mehreren hundert Versuchen haben wir 
als normalen Wert bei Tauben 0,21°, Blutzuckergehalt innerhalb der 
Normalgrenze von 0,19 bis 0,24°, gefunden. Im Zustande der Hypo- 
glykamie haben wir einen Wert von 0,12 bis 0,06%, gefunden. Dies 
bedeutet im Vergleich zum Normalwert eine Herabsetzung von 0,1] 
bis 0,15 %. 
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Kurve I. 
Kurve I zeigt das typiscbe Blutzuckers und Kérpergewichtshild einer vom ersten 
bis zum letzten Versuchstage vitaminfrei ernahrten Taube im Vergleich mit einer 
solchen bei normaler Ernahrung. Meerschweinchen zeigen ungefahr dasselbe Bild, 
jedoch in niedrigeren Werten. 


Wir haben den Verlauf unserer Versuthe in drei Stadien eingeteilt. 
1. Das absteigende, 2. das stehende, bei dem die Tiere fast einen normalen 
Blutzuckerwert behalten, 3. das aufsteigende, in welchem die Tiere 
sterben. 


Wir wollen bemerken, dab, wenn die Tiere im ersten Stadium starben, 
dies ohne jegliche spezifisch-avitaminése nervése Stérung geschah, jedoch 
mit deutlich wahrnehmbarer Conjunctivitis und gleichzeitigem starken 
TranenfluB und zusammengeklebten Augenlidern und haufigem Ausflup 
aus der Nase. 

Bei der makroskopischen Sektion fanden wir den Kropf und den 
Darmkanal mit Nahrung angefiillt. Sehr hdufig war bei den Meerschwein- 
chen die Gallenblase enorm hydropisch und enthielt eine griingelbe schleimige 
Flissigkeit. Ferner fanden wir bei allen Tieren die bekannte VergréBerung 
der Nebenniere, sowie dunkelrote Flecke im Munde und Rachen, wie dies 
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schon von Abderhalden beobachtet wurde. Die bis zum Todestage ein- 
tretende Verminderung des Kérpergewichts bis zu ungefiihr 50% trat bei 
der akuten Form friiher als bei der progressiven ein. 
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Kurve Il. 
Die Kurve der Tabelle XIV stellt den Blutzuckergehalt einer Taube dar, 
die vom 26. Tage ab im Hungerzustande, jedoch mit Wasser bis zum 
29. Tage erhalten wurde. Der Zuckergehalt fiel von 0,450 auf 0,320. In 
diesem Zeitpunkt wurde die Taube wieder vitaminfrei ernahrt; es trat 
eine iiberraschende Steigerung von 0,320 auf 0,560°|) am Todestage ein. 
Die Kurve von Tabelle X stellt den Blutzuckergehalt einer vitaminfrei er- 
nahrten Taube dar, welche im aufsteigenden Stadium (21. Tag) normale 
Nahrung erhielt. Der Blutzuckerwert fiel von 0,300 auf 0,230) innerhalb 
5 Tagen. In diesem Zeitpunkt (26. Tag) trat wieder vitaminfreie Er- 
nahrung ein. Die Kurve fiel weiter bis auf 0,200°/) in 3 Tagen und sprang 
dann auf 0,350 vor dem Tode. 
Die Kurve der Taube Nr. 3 zeigt den Blutzuckergehalt eines bei normaler 
Nahrung unterernahrten Tieres (partieller Hungerzustand, vitaminhaltig). 
Auf die Ahnlichkeit der Kurve mit der des vitaminfrei ernahrten Tieres 
habe ich bereits im Text hingewiesen. 


Bei den Meerschweinchen war, wenn die Tiere friihzeitig im hypo- 
glykamischen Stadium starben, die Hypoglykimie enorm. Bei den 
langlebigen Tieren aber war das hypoglykimische Stadium weniger 
ausgepriagt; eine Hyperglykimie schlo8 sich auch hier an die an- 
fingliche Sendung des Blutzuckerwertes an. 
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Beim Hunde verfiige ich bisher tiber keine fortlaufenden Kurven. 
Ich habe nur gelegentliche Blutzuckerbestimmungen bei verschiedenen, 
vitaminfrei ernihrten Hunden des Laboratoriums gemacht. Ich habe 
leichte Hypoglykamien wie auch Hyperglykimien, wohl bedingt durch 
das jeweilige Stadium der Krankheit, bei den Tieren gesehen. 
i Ich bin damit beschaftigt, auch am Hunde diese ganze Frage 
q systematisch zu bearbeiten. 
} Bei der Hyperglykimie der Meerschweinchen stellten wir einen 
Zuckerwert von 0,22 °%, fest. Dies bedeutet eine Steigerung von 0,12 °%, 
im Vergleich zum Normalmittel von 0,1° innerhalb 0,12 bis 0,09 %, 
§ als Normalgrenze. Die Senkung ging im ersten Stadium bis zu 0,05 %. 
x Bei den mit normaler Nahrung untererndhrten Tauben fand ich 
a dieselben Verhiltnisse, wie bei den vitaminfrei ernahrten Tauben!), 
Aus alledem ergibt sich, da der Blutzucker sich bei der Avita- 
minose genau so verhdlt wie im partiellen Hungerzustande (Unter- 
ernihrung). Diese Tatsache beweist am Beispiel des intermediiren 
Zuckerstoffwechsels, da die Auffassung der Avitaminose als einer 
; Art Hungerzustand (vgl. Bickel, Moriquand, |. c.) zu Recht besteht. 
Zuniichst sinkt der Blutzuckergehalt offenbar deshalb, weil der 
zirkulierende Zucker bei diesem hungerartigen Zustande im Stoff- 
i 
} 





wechsel in gesteigertem MaBe verbraucht wird. Dann muB als Reaktion 

" eine Mobilisierung der Kohlehydratdepots stattfinden. Die logische 

ll Folge ist das Postulat der Glykogenverarmung des avitaminésen Kérpers, 
woriiber ich mir Versuche vorbehalte. 

Aber schlieBlich muB auch der Glykogenvorrat erschépft sein. 





Vik Mit der Nahrung wird indessen nach wie vor dem Kérper und dem 
ii Blute Kohlehydrat in reichlicher Menge zugefiihrt. Der Korper aber 
ad leidet immer mehr unter der avitaminésen Stérung und wird immer 
{ hilfloser. 

{ Dieser Zuckerstrom, der sich bei der Verdauung vom Darmkanal 
ee in das Blut ergieBt, muB notwendig den Zuckergehalt des Blutes in 
4 dem MaBe in die Héhe treiben, in dem der zirkulierende Zucker bei 
iF der progressiven Krankheit nicht durch Glykolyse zerstort, von den Zellen 


verbraucht oder nicht von der Leber und Muskulatur zum Glykogenaufbau 
verwendet wird. 

Wenn nun schon die theoretische Auffassung der avitaminésen 
Stoffwechselstérung besagt, daf die Zelle in ihrer Assimilationsfahigkeit 
gestort ist, dann wird auch die Glykogenbildung notleiden, wird aller 
Nahrungszucker als Zucker oder in Form von Spaltprodukten eben 
einfach im Blute bleiben. 


1) Bekanntlich haben Cl. Bernard, Bang, Pavy, Lépine, Zondek u.a. 
im totalen Hungerzustande nur normale oder gesteigerte Blutzuckerwerte ; 
gefunden. 
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Nun kommt dazu, dap die Oxydation im niichternen Zustande herab- 
gesetzt ist, es kommt dazu, dap eben wegen der Zellstoffwechselstorung 
moglicherweise der ganze Stoffumsatz in der Zelle verzdgert abldiuft, wenn 
es sich um eine Assimilationsstérung und nicht wm eine Dissimilations- 
steigerung handelt. So wird der ZuckeriiberschuB aus dem Blute nur 
langsam entfernt werden kénnen, und es weist zugleich diese Hyper- 
glykimie bei der Avitaminose darauf hin, dafs es sich bei der letzteren 
eben wirklich um eine Assimilationshemmung und nicht um eine ge- 
steigerte Dissimilation handeln kann. 

Das aber bedeutet einen nicht zu unterschdtzenden Fortschritt in 
unserer Kenninis iiber diese ganze Stoffwechselkrankheit. Dap keine 
Glykosurie entsteht trotz der Hyperglykdmie, beruht vielleicht auf den- 
selben Ursachen, die beim Hungerversuch wirksam sind, wo ebenfalls die 
Glykosurie vermift wird, vielieicht aber auch auf Vorgdngen, auf die 
ich in einer spdteren Arbeit eingehen werde. 

Ob sich aus den Veriinderungen des Stoffwechsels Anhaltspunkte 
fiir die Bildung toxischer Produkte, die also eine Sekundiirerscheinung 
bei der Avitaminose sein wiirden, ergeben, wird die weitere Forschung 
lehren. 

Im Grunde ist die Avitaminose jedenfalls ein Zellularhunger infolge 
einer Verminderung der Assimilations{ahigkeit der Zellen. 

Welches ist nun das Ergebnis unserer Versuche zur Theorie der Funk- 
tion der Vitamine in ihren Beziehungen zum Allgemeinstoffwechsel 

Die Vitamine sind vielleicht spezifische Reizmittel der trophischen 
Regulierung der Zellularassimilation. 


Methodik. 


Unsere Untersuchungen haben wir nach der Bangschen Mikromethode 
ausgefiihrt. Um Untersuchungen in gré8erer Menge gleichzeitig vornehmen 
zu kénnen, haben wir einen Dampfkolben konstruieren lassen, der es ge- 
stattet, mit mehreren Erlenmeyerkolben zu kochen. 

Die gesamte Apparatur bestand aus Jenaer Glas, weil die Verwendung 
von Kork und Gummi bedeutende Ungenauigkeiten zur Folge gehabt hatte. 

Alle Fliissigkeiten wurden taglich kontrolliert und die verwendeten 
Glaser aufs sorgfaltigste auf ihre Sauberkeit gepriift. 

So haben wir mit einer solchen Genauigkeit arbeiten kénnen, dal 
wir bei einer doppelten Blutentnahme nur einen Unterschied von unter 
0,01, d. h. 0,003 bis 0,007 bei den meisten Versuchen feststellen konnten. 

Zur Blutentnahme wurde das Original-Bangsche Papier aus Stockholm 
verwendet, mit dem ein Quantum von etwa 100mg aufgesogen wurde 
und zu dessen Gewichtsfeststellung das letzte Modell der Hermannschen 
Torsionswage benutzt wurde. 

Den Végeln wurden taglich einige Tropfen Blut durch einen Stich 
in die Axilarvene entnommen; Stérungen traten bei dieser schnellen 
und leichten Operation niemals ein. 


Se ee 
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Saugetieren wurde das Blut durch einen Stich in die Ohrenvene ent- 
nommen, nur am letzten Tage machte ich die Herzpunktion. Die Tiere 
waren ohne peripherisches Blut. 

An dieser Stelle sei erwahnt, daf mich meine geschitzten Kollegen 
Dr. Rubino und Dr. Varela aus Montevideo $8. A. in die Bangsche Methode, 
die ihnen im Verlauf ihrer ausgezeichneten Versuche in der Umberschen 
Klinik (M. K. 1922, Nr. 26) bekannt wurde, eingeweiht haben, wofiir ich 
ihnen meinen herzlichsten Dank ausspreche. 

Um die Methodik vergleichen zu kénnen, habe ich die wichtige Rosen- 
bergsche Arbeit benutzt. 
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Tabelle III. 
Progressive Entwicklung der Krankheit. 
= # | 
: 2 3 | 42 | 42 | go | Ba 2 
3 E 33 83 fe | 34 | Bg : 
3 A % 3 os 2c es) 
E 2 z 2 2& Lee : 
4 ba ~ 2 foe] 
g %p 
Erste Periode. 
300 0,220 | - 
300 0,210 | oe ; Norsbaie 
300 0,228 0,222! 0,222 0% | Sentbrung 
- 300 0,230 
Zweite Periode. 
if 300 0,231 | + 0,009 
2. 300 0,228 | + 0,006 
3. 290 0,209 | — 0,008 
4, 290 0,210 | — 0,012 3 
5. 280 0,180 | — 0,042 5 
6. 280 0,178 | — 0,044 0,199 - 
7. 270 0,183 | — 0,039 < 
8. 260 0,184 | — 0,038 o 
9. 260 0,195 | — 0,027 ie 
10. 250 0,190 | — 0,022 
11. 250 0,210 | — 0,011 4 
© 5 
12. 240 0,222 | + 0,000 0.294 ‘: > - 
13. 220 0,227 | + 0,005 gion — 5 
FJ = 
14, 220 0,260 | + 0,038 = 2 
15. 210 0,275 | + 0,043 ise & 
16. 200 0,267 | + 0,045 os & 
17. 200 0,256 | + 0,034 4 g 
18. 180 0,259 | + 0,037 r § 
19. 160 0,248 | + 0,026 = S 
20. 160 0,246 | + 0,024 | 5 
21. 160 0,251 + 0,029 0,290 Da 
22. 150 0,271 + 0,049 = 
23. 150 0,292 | + 0,070 = 
24. 140 0,281 + 0,059 = ” 
25. 140 0,300 | + 0,078 
26. 130 0,307 | + 0,085 
27. 130 0,309 | + 0,089 
28. 130 0,270 | + 0,068 
+ 28. 130 0,257 | + 0,035 
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Tabelle IV. 


Unterernahrt. 
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Versuchstag 


te Ob 


oo 


Pees 


a 
Sour wwere 


K6érpergewicht 


vy 


300 
300 
300 


gehalt 


Blutzucker- 


0,222 


0,210 
0,218 


0,210 
0,207 
0,209 
0,200 
0,190 
0,197 
0,193 
0,184 
0,200 
0,190 
0,170 
0,141 
0,091 
0,083 
0,099 
0,130 
0,170 


0,200 
0,250 
4,270 
0,279 
0,275 
0,280 
0,320 
0,315 
0,300 
0,299 


Nr. 6. 


6 6 
— vs 
48 42 
Ye 2s 
38 30 
Nts Ng 
= 2& 
a= 36 
oe = & 
= aa 


Erste Periode. 


0,216 0,216 


Zweite Periode. 


— 0,006 

— 0,009 

~ 0,007 

— 0,016 
0,026 

— 0,019 

— 0,023 

— 0,032 

— 0,016 0,168 

— 0,026 

— 0,046 

— 0,055 

— 0,125 

— 0,133 

— 0,117 

— 0,076 

— 0,046 


— 0,016 
+ 0,034 
+ 0,054 
+ 0,069 
+ 0,059 
+ 0,064 
+ 0,106 
+- 0,100 
+ 0,084 
+ 0,073 


Taube weiB-schwarz. 


Stadium 
der Erkrankung 


Absteigend 


Aufsteigend 


Korpergewichts- 
abnahme 


0% 


50% in 27 Tagen 


) 


Bemerkungen 


Normale 
Ernahrung 


Unternormale Ernahrung 
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Tabelle V. 
Progressive Entwicklung der Krankheit. 
5 2 2 

oo z 3 & Bq 3 Se $ 
: ss 43 4: 45 bs | es g 
4 2 Set 8= 82 32 2 P| 
2 5 ” 3 B¢ Fa 25 : 
S a“ =) me) mae “ A a 
- a ino] | Zé fo] 

Erste Periode. 
= 388 230 7” 
380 210 0.999 0,222 : Normale 
- 380 227 ee iad Ernabrung 
_ 380 233 
Zweite Periode. 

# 380 0,223 + 0,001 

3. 360 0,225 + 0,003 

3. 360 0,230 + 0,005 

4. 350 0,200 | — 0,022 

5. 350 0,196  — 9,026 4s) 

6. 340 0,160  — 0,062 © 

7. 340 0,151 | — 0,071 0,156 = 

8. 320 0,100 | — 0,122 - 

9. 320 0,092  — 0,130 = bw 
10. 320 0,130 | — 0,092 ; 5 
11. 300 0,123  — 0,099 5 
12. 300 0,121 | — 0,101 S 
13. 300 0,177 | — 0,055 3 
14. 290 0,200 | — 0,022 , 5 © 
15. 290 0,205 | — 0,017 5 
16. | 280 | 0,207 | —0,015| 9216 | stchend | = 
17. 280 0,251 | + 0,029 x : 
18. 270 0,263 | + 0,041 | c = 
19. 270 0,269 | + 0,047 | mi > 
20. 260 0,330 | + 0,108 | os 
21. 260 0,338 | + 0,116 | 3 
22. 250 0,335 | + 0,113 = 
23. 250 0,346 | + 0,124 | 
24. 240 0,362 | + 0,140. 

25. 240 0,360 | + 0,138 = 
26. 240 0,361 | + 0,139) 9 959 & 
27. 230 0,373 | + 0,151 _ 3 
28. 220 0,377 | + 0,155 a Aderl.3,5ecm 
29. 220 0,360 | + 9,138 | & 
30. 210 0,350 | + 0,128 | 3 
31. 210 0,345 | + 0,123 
32. 210 0,356 | + 0,134 
33. 200 0,360 | + 0,138 
34. 200 0,368 | + 0,139 

+ 34. 200 0,359 | + 0,135 

Nr. 7 Taube rotbraun. 


ae 
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Taube braun. 


9. 


Nr. 


Taube rotgrau mit Streifen. 
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Tabelle X (Kurve 2). 
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Vitaminfrei — Normalernihrung — wieder vitaminfrei. 
4 » 3 
> a “ ic S < c 
aa) rs) Soc ss 30 se ors 3 
2 a No NS Na aad Pe ~s 
2 5 Ye 3* 38 Aw 24 S 
§ a eo = a 6 - 5 5 
? : 7 Z = 
g 0), ol 
Erste Periode. 
-— 300 0,207 . . , 
-- 300 0,203 0,202 0,2 9 “eae esenig 
_ 300 0,200 ei Bs 0% — Emahrung 
Zweite Periode. 
1. 300 0,201 0,002 
2. 290 0,199 0,004 
3. 290 0,189 0,014 
4. 280 0,201 0,002 
5. 280 0,179 0,084 3 
6. 280 0,170 0,033 5 2 
7. 270 0,164 | — 0,042 0,158 = p 
8. 270 0,161 0,042 = & 
9. 260 0,140 — 0,063 - & 
10. 260 0,137 ~ 0,066 ' iS 
ll. 250 0,121 — 0,082 © 
73. 240 0,101 — 0,102 9 
13. 240 0,090 — 0,113 g = 
Of S 
14. 230 0,130 | — 0,073 s E 
15. 230 0,141  — 0,062 on = 
16. 220 0,193 — 0,010 9 = 
17. 220 0,200  — 0,003 s 
18. 210 0,247 + 0,044 <é 
19. 200 0,260 + 0,057 o* 
20. 200 0,300 = +. 0,097 $ 
21. 190 0,809 + 0,106 Z " 
22. 220 =—-0,307-— + 0,104 5 QE 
23. 250 0,300 | + 0,097 9 998 = Se 
24. 260 0,263 | + 0,060 ’ 2 ES 
25. 270 0,241 | + 0,038 S 7 — 
26. 280 0,229 | + 0,026 = S 
27. 270 0,231 t. 0,028 
28. 240 0,210 | — 0,003 Wieder 
29. 230 0,193 — 0,010 vitamin- 
30. 190 0,305 + 0,102 frei 
31. 170 0,333 0,130 


Ne. 12. 


Taube schwarz-wei®-grau. 


ee 
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Tabelle XI. 


— wieder vitaminfrei. 








Versuchstag 


—_—_— 
o— 
cgi” 


_— 
sel 


15. 


— et et et 
DHAS 


bo bs tb 
wes 


to bo be 
Ame 


26. 
27. 


— 
CSSA See he 


Vitaminfrei ernihrt — Hunger 

= 

2 p = 

is i ae 

3 4x 2s 

3 35 34 

co se N's 

5 Hg a” 

4 fae} foo} 


nm 


560 
560 
560 


560 
550 
540 
530 
520 
490 
480 
470 
460 
450 
440 
430 


420 
410 
400 
390 
380 
360 
360 
350 
330 
320 
300 
300 


290 
270 


240 


0,221 
0,218 
0,230 


0,222 
0,213 
0,221 
0,236 
0,231 
0,194 
0,186 
0,201 
0,207 
0,191 
0,162 
0,149 


0,231 
0,278 
0,269 
0,293 
0,289 
0,310 
0,329 
0,373 
0,401 
0,347 


0,302 
0,297 
0,291 
0,453 


0,442 


Nr. 2. 


Blutzucker- 
promedium 


Erste Periode. 


0,223 


0,223 


Zweite Periode. 


— 0,001 
— 0,010 
— 0,002 
+ 0,013 
+ 0,008 
— 0,029 
— 0,037 
— 0,022 
— 0,016 
— 0,032 
— 0,061 
— 0,074 


+ 0,008 
+ 0,055 
+ 0,046 
+ 0,070 


+ 0,066 | 


+ 0,093 
+ 0,106 
+ 0,140 


+ 0,184 | 


+ 0,130 
+ 0,085 


+ 0,080 | 


+ 0,074 
+ 0,230 


+ 0,219 


0,201 


0,327 


Stadium 
der Erkrankung 


Absteigend 


Aufsteigend 


Hiihnchen wei®-schwarz. 


Korpergewichts- 
abnahme 


0/ 
0% 


57 % in 27 Tagen 


Bemerkungen 


Normale 
Ernabrung 


Vitaminfreie Ernahrung 


Hunger 


Wieder 


vitaminfrei 
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Tabelle XII. 
Progressive Entwicklung der Krankheit. 
$ 2 | 3 
§ = . 2 = § N s : ex 3 £ a 
Se $ pe Pic} oe Ph 3g i} § 
5 3 2 Sc a= Se 32 ae a 
ra 2 = 5o 52 S68 Si of . 
& g oy on a a ear ee E 
g ic) £ as eo me 5 5 3 
4 rl ~ ao] EY 4 = 
Erste Periode. 

250 0,221 - , 
male 250 0,225 0,218 0,218 x | 
brung z 250 0,209 , 2 

Zweite Periode. 
1. 250 0,221 — 
2. 250 0,218 0,000 
3. 230 0,215  — 0,003 oi 
4. 230 0,223 + 0,005 3 
5. 230 0,227 + 0,009 2. 
6. 210 0,208 — 0,010 0,182 ‘g 
0 ; 210 0,190 - 0,038 £ 
8 200 0,107 — 0,111 = 
| 9. 200 0,121  — 0,097 be 
| 10. 200 0,137. — 0,075 2. 5 
: 11. 200 0,140 — 0,078 ¢ & 
ob 2g 
| 12. 200 0,218 0,000 . E 
: 13. 190 0,228 + 0,010 2 & 
| 14. 190 0,251 + 0,033 2 
| 15. 190 0,270 + 0,052 § & 
| 16. 190 0,290 + 0,068 3° & 
17. 180 0,300 + 0,078 =) a = 
18. 180 0,350 + 0,128 S ” $ 
19. 180 0,439 +. 0,217 0.451 2 > 
20. 180 0,459 + 0,237 = 3 
21. 180 0,440 + 0,222 = 
22. 180 0,510 +- 0,292 < 
23. 170 0,542 +- 0,320 
24. 170 0,552 +. 0,330 
25.4 170 0,520 + 0,302 
ser 25,m 170 0,531 + 0,312 
+ 25.p 170 0,520 + 0,302 
>. Nr. 13. Taube rotgrau. 
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Tabelle XIII. 


Progressive Entwicklung der Krankheit. 











( 5 vy z 
§ z 3 5 5 5 a oil 3 4 5, 
; z 33 35 a3 | (ge | Ube 3 
3 & 3% 32 3& SE bE 3 
é Z ma) oe] ae FF gs = 
? =] Z ma 
g x %p °% 
* Erste Periode. 
oh - 560 | 0,327 | _ 
‘s ~_ 550 0,318 ‘ Normale 
tF 560 | 0,320 | %824) 0684  _ | 0% | Emmahrung 
i ; - 560 0,331 os 
¥ ty 
i Zweite Periode. 
1. 560 0,327 | + 0,003 
2. || 550 | 0,309 | — 0,015 | 
3. | 550 | 0,311 | — 0,013 
4. || 540 0,310 | — 0,014 | 
5. || 540 0,310 | — 0,014, 
6. || 520 0,301 | — 0,023 | = 
3 520 0,293 | — 0,031 | 5 
8. 510 | 0,273 | — 0,051) 9 o¢¢ be 
9. 480 | 0,229 |—0,095| ™ = 
10. 470 | 0,207 | —0,117| 2 
: ll. +} 460 | 0,209 | — 0,116 | = bo 
‘ 12. 450 0,223 | — 0,101 | o 3 
13. | 450 | 0,229 | — 0,097 | % a 
i 14. | 430 | 0,237 | — 0,081 | & £ 
des 15. || 420 | 0,253 | — 0,071 | = Ps] 
Hi 16. 420 | 0,251 | — 0,075 | % mM 
ei 17. | 400 | 0,239 | — 0,085 | | - & 
TR 18. || 390 | 0,307 | — 0,017 | a ae & 
q 19. || 390 | 0,323 | —0,001| %816 | Stehend | es 
4 20. | 380 | 0,349 | + 0,025 | | 3 
aah 21. | 370 0,373 | + 0,057 | 2 : 
on 22. || 350 | 0,375 | + 0,059) 
He 23. || 340 | 0,372 | + 0,056 | = 
4 24. | 320 | 0,407 | + 0,091 | 5 
; 25. | 320 | 0,430 |+0,110) oyog | -@ 
i 26. | 310 | 0,458 |+0,130| = 
Lf 27. 300 | 0,472 | + 0,152 3 
. 28. 290 | 0,492 | + 0,172) | « 
29. 290 | 0,480 | + 0,160 | | 
+ 30. 290 | 0,450 | + 0,126 | 





Nr. 3. Hiihnchen rotschwarz. 
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Tabelle XIV (Kurve 2). 


Vitaminfrei ernahrt — Hunger — wieder vitaminfrei. 


211 








Versuchstag 


POMS MKP por 











Korpergewicht 


wc 
| 


360 
360 
360 


360 
350 
350 
340 
330 
320 
310 
310 
300 
300 
290 


280 
280 
260 


250 
250 
240 
240 
230 
230 
230 
220 
210 
210 
200 


200 
190 
190 


180 
180 


Blutzucker- 
gehalt 


i) 


0,210 
0,215 
0,206 


0,210 
0,213 
0,204 
0,180 
0,190 
0,203 
0,200 
0,180 
0,161 
0,171 
0,182 
0,160 
0,141 
0,132 
0,109 


0,152 
0,183 
0,190 
0,201 
0,211 
0,255 
0,270 
0,310 
0,385 
0,411 
0,458 


0,383 
0,819 


0,807 © 


0,512 
0,575 


Blutzucker- 
bilanz 
Blutzucker. 
promedium 


|= 


Erste Periode. 


| 0,210 = 0,210 


Zweite Periode. 


| 0,000 | 
| + 0,003 | 
| — 0,006 
| — 0,030 

— 0,020 | 
| — 0,007 | 
— 0,010 | 
— 0,030} 0,175 
— 0,049 | 
— 0,039 | 
— 0,028 
— 0,050 
— 0,069 
— 0,078 
— 0,101 


— 0,058 
— 0,027 
— 0,020 
— 0,009 





Nr. 14. Taube grau. 


Stadium 
der Erkrankung 


Absteigend 


Aufsteigend 


Korpergewichts- 
abnahme 


0 
0% 


50% in 31 Tagen 


i} 


14* 


Bemerkungen 


Normale 
Ernahrung 


Vitaminfreie Ernahrung 


Hunger 


Wieder 
vitaminfrea 
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Tabelle XVII. Progressive Entwicklung der Krankheit. 








4 # 3 
z 3 2 Z 2 5 eee 4 : 
5 2 = Z re) 
N 7 
- Erste Periode. 
‘ 600 0,112 
: 605 0,107 — 
z 600 0,109 0,105 0,105 he i ata 8, 
4 600 0,099 , ornibet 
: 600 0,099 
}. Zweite Periode. 
i i. 600 0,099 — 0,006 
g 2. 590 0,110 + 0,005 3 
> 3. 580 0,090 — 0,015 % 
4, 570 0,088 —0,017 0,099 ‘3 
: 5. 560 0,098  — 0,007 % 
. 6. 560 0,110 + 0,005 = 
Z 7. 560 0,112 +. 0,007 
8. 550 0,130 + 0,025 
9. 550 0,137 + 0,032 
10. 550 0,140 + 0,035 = 
ll. 550 0,138 + 0,033 g 
12. 540 0,133 + 0,028 K 
13. 540 0,145 + 0,040 z = 
14. 530 0,137 + 0,032 5 3 
15. 520 | 0,143 + 0,038 « 5 
16. 510 | 0,128 | +0,023| S18 3 h . 
17. 500 0,143 + 0,038 = = = 
18. 470 0,135 + 0,030 R 2 = 
=F 19. 460 | 0,156 + 0,051 a 
ny 7 20. 440 0,147 + 0,042 2 bo ; 
8 21. 450 0,145 + 0,040 te 5 
© 22. 450 0,137 L 0,032 - a ; 
© é 23. 450 0,138 + 0,033 3° 4 
— f — 
i ; 24 470 0,150 + 0,045 + Re 
£ 25. 470 0,159 + 0,054 2 
Sam = 26. 460 0,159 + 0,054 £ 
ame 27. 460 0,166 + 0,061 s 
ISsoo = 28. 450 | 0,177 | + 0,072 & 
eae tS 29. 450 0,165 + 0,060 ” 3 
- 30 440 0,184  +0,079 9 192 = > 
awe = S 31. 440 0,190 + 0,085 17 , © ; 
oS ie 32. 420 0,184 + 0,079 Pew ‘8 
SSS Gj 33. 410 0,191  +0,086 “Ye & 
34. 400 0,173 + 0,068 b 
‘eee Z 35. 390 0,200 + 0,095 ; 
Ses 36. 390 0,190 + 0,095 
; 37. 360 0,198 + 0,093 
a 38.a 360 0,112 + 0,007 
je eee 38. m 360 0,103  — 0,002 
+ : + 38.p 350 0,099  — 0,006 


Nr. 1. Meerschweinchen schwarz. 
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Progressive Entwicklung der Krankheit. 


Tabelle XVIII. 





Versuchstag 


PP SS > 99 90 





Korpergewicht 


550 
550 
550 


550 
550 
530 
530 
520 
510 
510 
510 
500 
480 
470 


450 


| @0 


Blutzucker- 
gehalt 


0,233 
0,220 


Blutzucker- 
bilanz 


Blutzucker- 
promedium 


Erste Periode. 


0,104 


0,104 


Zweite Periode. 


| — 0,001 
| + 0,006 
| + 0,005 
| + 0,001 
| — 0,004 | 
| — 0,014 
| — 0,006 | 
— 0,019 
— 0,009 | 
— 0,017 | 
— 0,039 | 
— 0,005 | 
— 0,008 | 
+ 0,004 | 


+ 


,028 | 
,023 

039 | 
,047 | 


eoocoocoo 


» 


oo 
> > 
oon 


,046 | 
047 
,057 
,053 | 


=) 
= GO 
~ Oo 


a ah 
be 
re 


7 


esssssssssssso 
— 
bo 


++++t+++4++4+4+4+4+4+4+4+444 
3 
oO 


+ 
cS 
_ 
—_— 
oO 


0,092 


0,220 
keine 


| Glyko- 


surie 


Stadium 
der Erkrankung 


Absteigend 


Aufsteigend 


Nr. 5. Meerschweinchen wei8-gelb. 





K6rpergewichtss 
abnahme 


o/ 
0% 


49% in 33 Tagen 


Bemerkungen 


Normale 
Ernahrung 


Vitaminfreie Ern&hrung 








ale 
ung 
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Zur Priifung der Treubschen Hypothese. 
Von 
L. Rosenthaler. 
(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitit Bern.) 


(Eingegangen am 19. August 1922.) 


Vor 26 Jahren hat der niederlindische Botaniker Treub eine 
Hypothese iiber die biochemische Bedeutung der Blausiure  ent- 
wickelt!). Danach soll die Blausiure das erste erkennbare Produkt 
der Stickstoffassimilation und ein EiweiSbaustoff sein. Dieser An- 
schauung zufolge muB Blausiure in allen griinen Pflanzen auftreten, 
und es miiBte auch méglich sein, sie nachzuweisen, falls sie nicht sofort 
nach ihrer Entstehung umgewandelt wird. Aber selbst in diesem Falle 
kénnte es gliicken, Spuren von Blausiure nachzuweisen, wenn nur 
geniigend groBe Mengen des pflanzlichen Materials verarbeitet werden. 

Von dieser Betrachtungsweise ausgehend, habe ich in den Jahren 
1921 und 1922 eine gréBere Zahl von Pflanzen auf Blausiure unter- 
sucht®). Eine soleche Untersuchung kann nur dann einwandfrei sein, 
wenn jede Moéglichkeit einer sekundiren Entstehung von Blausiure 
vermieden wird. Das bisher iibliche Untersuchungsverfahren — Destil- 
lation nach Mazeration mit Wasser — konnte deshalb nicht angewandt 
werden, da dabei Spuren von Blausiure entstehen kénnen und bei 
der gar nicht seltenen Gegenwart von Nitriten oder Nitraten ent- 
stehen miissen. Wir haben dies nochmals dadurch nachgepriift, daB 
wir eine Lésung von Citronensiure 1g, Weinsdiure 1 g, Ammonium- 
nitrat 0,1 g, Glykose 5g, Ammonoxalat 5g und Kaliumnitrit 0,05 g 
in 200g Wasser mit Wasserdampf destillierten. Das Destillat gab 
siimtliche unten erwihnten Blausiurereaktionen. Statt durch Destil- 
lation muBte deshalb die Blausiiure durch Durchsaugen von Luft 
ausgetrieben werden (Aerationsverfahren). Im einzelnen gestaltete 
sich das Verfahren folgendermafen: 


1) Annales du jard. botan. de Buitenzorg 18, 1, 1896. 

2) Bei den Versuchen des Jahre 1921 wurde ich von Herrn Dr. Karl 
Seiler unterstiitzt. Vgl. dessen Dissertation ,,Beitrige zur Blausiurefrage™, 
Bern 1922. 
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Die Pflanzen wurden sofort nach dem Sammeln!) mit einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert und mit Wasser angesetzt. Der am niichsten 


Tage durch Auspressen erhaltene Saft wurde — zur Zerlegung etwa 
vorhandener Oxynitrile — alkalisch gemacht und dann sofort mit 


Weinséure wieder angesiiuert, worauf etwa wahrend 10 Stunden ein 
kraftiger Luftstrom durchgesaugt wurde. Die Luft wurde, ehe sie 
in das den Pflanzensaft enthaltende Gefa eintrat, durch je eine Kali- 
lauge und Sublimatlésung enthaltende Waschflasche geschickt, um 
Spuren von Blausiure — aus Leuchtgas und Laboratoriumsluft?) 
zu beseitigen und zur Absorption der Blausiiure durch Waschflaschen 
geleitet, welche Sublimatlésung enthielten: 
HgCl, + 2HCN = Hg(CN), + 2 HCl. 

Schaumte die Flissigkeit beim Durchleiten der Luft stark, so 
wurde ihr zur Verhinderung des Schiumens Toluol zugesetzt. 

Der Blausiurenachweis wurde in folgender Weise vorgenommen: 
der Inhalt der Waschflasche wurde in zwei Halften geteilt und die 
eine zur Rhodanreaktion verwendet. Dazu wurde das Quecksilber 
mit Calciumpolysulfid gefallt und das Filtrat nach dem Verfahren 
von Lavialle und Varenne*) weiter behandelt. Bei Eintritt der Reaktion 
wurde stets festgestellt, ob die Farbung durch Zusatz von Oxalsiure 
oder Phosphorsiure verschwand. 

Die zweite Halfte wurde mit Kaliumjodid im Uberschu8 versetzt 
und dann nach Zusatz von Bicarbonat oder Weinsiure destilliert. 
Das Destillat wurde in Wasser aufgefangen und dieses mit der Phenol- 
phthaleinprobe, der Jodstiirkereaktion und der Denigésschen Jodsilber- 
reaktion*) auf Blausiiure gepriift. 

Zur Sicherung der Ergebnisse wurden noch folgende Kontroll- 
versuche angestellt : 

1. Ein blinder Versuch, bei dem statt Pflanzensaft destilliertes 
Wasser verwendet wurde. Ergebnis negativ. 

2. Ein Versuch mit der oben erwahnten, Nitrat, Nitrit, Glykose 
und organische Saiuren enthaltenden Lésung. Ergebnis negativ, auch 
dann, als die Glykose durch Invertzucker ersetzt wurde. 


1) Die Pflanzen wurden im Jahre 1921 morgens, im Jahre 1922 mittags 
oder abends gesammelt, weil nach den an Kirschlorbeerblittern gemachten 
Erfahrungen diese Zeit giinstiger schien; die Untersuchung wurde dann 
1921 so ausgefiihrt, daB durch den Pflanzenbrei ohne weiteres Luft durch- 
gesaugt wurde. 

2) Die Versuche wurden iibrigens in einem besonderen, mit dem Labo- 
ratorium nicht unmittelbar zusammenhingenden Raum ausgefiihrt. 

%) Journ. pharm. chim. (7) 17, 97, 1918. 

4) Die Denigéssche Reaktion wurde 1921 immer, 1922 nur noch dann 
ausgefiihrt, wenn die anderen Reaktionen stark ausfielen. 
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3. Pflanzenbrei, der sich bei der Priifung als blausiiurefrei er- 
wiesen hatte, wurde in den Versuchen mit 0,5 mg, 0,2 mg und 0,1 mg 
Blausiure versetzt und dann in der geschilderten Weise behandelt. 
Das Ergebnis war, da bei den Versuchen mit 0,5 und 0,2 mg alle 
Reaktionen deutlich positiv waren; bei dem Versuch mit 0,1 mg verlief 
die Jodstirke- und die Phenolphthaleinprobe deutlich positiv, die Jod- 
silberreaktion negativ. Man kann diese Tatsachen dazu benutzen, 
um die jeweils vorhandene Mindestmenge Blausiiure abzuschitzen. 

4. Eine Rhodanidlésung 1: 1000 schwach angesiiuert zu dem 
Versuch verwendet, ergab in der Quecksilberchloridvorlage keine 
Rhodanreaktion. Rhodanwasserstoff tritt also nicht in die Vorlage 
iiber. 

5. Gelegentlich wurde versucht, zur Kontrolle der Rhodanreaktion 
die Flissigkeit so aufzuarbeiten, da® statt Calciumpolysulfid Natron- 
lauge angewandt wurde. Ergebnis negativ. 

6. AuBerdem wurden stets mit den Reagenzien blinde Versuche 
angestellt. 

Uber den Ausfall der Untersuchung unterrichtet die nachfolgende 
Tabelle. 

1921: Dr. K. Seiler. 





Tag en os d Jods 
der Unter: || Gegenstand der Untersuchung Gewicht Jodsilbere Rhodans  stirke. 
| reaktion reaktion —_reaktion 


suchung 
g 


Phenols 
phthalein- 
reaktion 


17. V. Arum maculatum L. 

(Blatter, Bliiten, 

Knospen). ... . || 1550 
20. V. Fagus silvatica L. 

(Blatter) . ... . |; 1450 
21. V.  Aegopodium podagraria 

L. (Blatter, Bliten, 


Knospen). ... . 1660 
23. V. Arum italicum (Blatter, 
Bliitenknospe) . . 150 


24. V.  Urtica dioica L. 

(SproBspitzen). . . 1400 
25. V. Lamummaculatum L. 

(bliihendes Kraut) . 680 
27. V. | Heracleum Sphon- 

dylium L. (Blatter) . | 1350 
28. V. Calla aethiopica 

os aie 120 
30. V. | Cornus sanguinea L. 

(Blatter, Bliiten, 

Knospen). .. . . || 1070 + 
31. V.  Chaerefolium silvestre L. | 1650 : 
VI. Robinia pseudacacia L. 

(Blatter) . ... . | 1180 — —- 


~ 
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1921: Dr. K. Seiler. (Fortsetzung.) 





Z 
Tag Jods» 335 
der Untere Gegenstand der Untersuchung Gewicht Jodsilber- | Rhodans stitkes eas 
suchung reaktion  reaktion reaktion | se% 
me | we 
4. VI. Fumaria officinalis L. 
(bliihendes Kraut) . 1350 | schwach +. + + 
6. VI. Quinaria quinquefolia 
L, (Ranken mit un- | 
reifen Friichten). . 1030 - — + | 
8. VI. Rumex acetosa L. 
(bliihendes Kraut) . | 1300 — - + 
10. VI. | Melilotus officinalis | | 
Desr. (bliithendes 
pS Gr eee ae : 780 4 + | ee (le 
14. VI. Potentilla reptans *s | 
(bliihendes Kraut). 1190) _ — + + 
15. VI. Solanum tuberosum L. 
(blithendes Kraut) . 1150 | schwach + 
¥7. Vi. Anthyllis vulneraria L. | 
(Blatter und Bliiten) 400 | schwach + +] — 


18. VI. Scrophularia nodosa L. 
(Blatter, Bliiten, un- | 
reife Friichte) . . . 670 | — + — | + 

Melandrium album 
Miller (Blatter und 
Bliiten). ... : 980 _ — _ - 

23. VI. Raphanus ashanl. 

| strum L. (blithendes 

EY 565s oO ea 950 — — + 
| Vicia cracea L. (blii- 

re hendes Kraut). . . | 550 _ 

: 25. VI. Medicago sativa L.. . | 1050) schwach | 
28. VI. Lolium multiflorum 
Lam., subspec. ital. 
Volkart (Bliiten und 
fo ee ee 580 — — + a 
29. VI. | Epilobium hirsutum L. 
|  (bliithendes Kraut) . 550, — jo o— _ _ 
1. VII. | Verbascum thapsus L. 
(Blatter und Bliiten- 
stiinde) . ‘e- i = 


20. VI. 


to 
> 
< 


a 
“+ 


| 
| 
| 
| 





4% + 
4. VII. | Stachys vations L. 
(bliihendes Kraut) . 700; — -- -- 
5. VII. | Chenopodium album L. | 
(bliihendes Kraut) . 1300 + | + — + 


6. VII. | Tanacetum vulgare L. 

(Kraut und Bliiten- | | 

knospen) ..... | 1000 | schwach | unsicher + + 
Avena sativa L. | | 

(Blatter und Bliiten) | | 1130 | — schwach| — 
8. VII. | Chaerophyllum aureum | | 
L. (bliihendes Kraut) | 820' — ; o— | + + 


7. VII. 
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1921: Dr. K. Seiler. (Fortsetzung.) 








: 
T Te é Jods s=té& 
der Unters Gegenstand der Untersuchung Gewicht) Jodsilbers — Rhodan- stirkes Ege 
suchung reaktion reaktion  peaktion 22% 
g aa 
11. VII. | Circaea lutetiana L. : 
(bliihendes Kraut) . 850 - ; - 
13. VIL. | Hippecrepis comsa L. 
(Blatter und Bliiten) 970 schwach 
14. VII. | Daucus carota L. (blii- 
hendes Kraut). . . 850 - schwach t - 
18. VII. | Trifolium pratense L. 
(Blatter und Bliiten) 1400 
25. VII. Buddleia variabilis 
(Blatter und Bliiten) 1200 
26. VII. Impatiens parviflora D.C. 
(bliihendes Kraut) . 1600  schwach 
27. VII. Helianthus tuberosus 
L. (oberirdischer Teil) 650 - unsicher 
28. VII. | Galium Mollugo L. 
(bliihendes Kraut) . 890 — 
29. VII. | Hupatorium cannabinum 
L. (bliihendes Kraut) 650 
1922 
Tag ae ‘ z Phenol. 
ob wan Gegenstand der Untersuchung aoe: —— —_ — 
16. V. Anemone nemorosa L. 
(oberirdischer Teil) . . 850  schwach 
20. V. Polygonum cuspidatum 
(Blatter). . . 2000 — + — 
22. V. Alnus incana D.C. (Blatter) 350  schwach 
24. V. Fagus silvatica L. (Blatter) 700 | schwach 
26. V. Lonicera xylosteum L. 
ee ee ra ee 550 + zweifelhaft 
28. V. Viburnum lantana L. 
(| ae ae 750 zweifelhaft 7 — 
30. V. Rubus fruticosus L. 
0) Pe eee ae 500 + r oie 
2. VI. Centaurea scabiosa L. — 
(EBRGORY ce as @ s | MO stark — schwach 
6. VI. Poterium sanguisorba L. 
(bliihendes Kraut) . . 1000 + 
8. VI. Geum urbanum L. (Blatter) 700 + 
12. VI. Acer campestre L. 
(Blatter). . . . . . . | 1400 | zweifelhaft - schwach 
15. VI. Silene inflata Sm. (Blatter 
und Bliiten). .... | 1300 oe 
19. VI. Achillea millefolium L. 


(bliihende Pflanze) . . 900 stark stark stark 


(pba tr CRRERES SAT ctr, : cate 
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1922 (Fortsetzung. ) 

Tag , Gewicht Rhodans | Jodstirke. | _Phenol- 
a Gegenstand der Untersuchung fe ' ae 8 ps ne ty — 
20. VI. Tussilago farfara L. 1200 — 
23. VI. Tilia spec. (Blatter). . 1500 — _ 
25. VI. Juglans regia L. (Blatter) 1600  zweifel- zweifel 

haft haft 
$7; Vi. Rheum undulatum 
is 1550 | zweifelhatt | zweifelhbft 
28. VI. Equisetum silvaticum 
(ganze Pflanze) . 1300 schwach zweifelhaft zweifelhaft 
29. VI. Plantago major L. 
750 _ ~ 
29. VI. Calla palustris L. ( 
blatterter Stengel) 80 ae schwach 
2. VII. | Chrysanthemum leucanthe- 
mum L. (Blatter). . 750 
3. VIJ. | Prenanthes purpurea L. 
700 — - 
3. VII. | Achillea ptarmica L. 
(bliihende Pflanze) . 85 + 0 
4. VII.  Matricaria inodora L. 
(bliihende Pflanze) . 200 - -- - 
4. VII. | Campanula rapunculus L. 
(bliihende Pflanze) . 500 =schwach + 
6. VII. | Linaria minor Des}. 
(ganze Pflanze) . 70 oP t 
6. VII. | Centaurea cyanus L. 
(blithende Pflanze) . . 700 ae a a 
7. VII. | Achillea sambucifolia 
Heldr. u. Boiss. . 80 schwach + whe 
7. VII. | Capsella bursa pastoris 
Mnch. (bliihende Pflanze) 1100 + + + 
8. VII. | Achillea taygetea Desf.. . 50 schwach ot schwach 
8. VII. | Crepis virens Vill. 1300 + 4. zweifel - 
haft 
9. VII. Senecio viscosus L. 
(Pflanze vor der Bliite) . 325 | zweifelhaft oe zweifelhaft; 
9. VII.  Sisymbrium off. Scop. 
(bliihende Pflanze) . 700 + + + 
9. VII. | Ptarmicaspeciosa D. C. 
(bliihende Pflanze) . 30 pie ~ zweifelhaft 
10. VII. | Linaria cymbalaria Mill. oe 
(bliihende Pflanze) 120 ao +. zweifelhaft 
10. VII. | Sonchus oleraceus L. 
(bliihende Pflanze) 1000 oS + a 
11. VII. | Oenothera biennis L. 
(bliihende Pflanze) 1500 stark stark stark 
12. VIJ. | Senecio vulgaris L. 
(blithende Pflanze) . 700 a oe a 
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1922 (Fortsetzung.) 





Phenol: 


Tag Tels 
dcr Unters Gegenstand der Untersuchung memes —o aie phthalein- 
suchung g reaktion 


13. VII. | Cirsiwm lanceolatum Scop. 

(Pflanze vor der Bliite) . 1300 - + + 
14. VII. Chrysanthemum corym- 

bosum L. (bliithender 


oberirdischer Teil) . . 80 
16. VIL. Teucrium botrys L. 

(bliihende Pflanze) . . 1300 : oe ae 
16. VII. | Echiwm vulgare L. (bliihen- 

der oberirdischer Teil) . 800 | os schwach schwach 
17. VII. Linaria vulgaris Mill. 

(bliihende Pflanze) . . 400  zweifelhaft + schwach 
17. VII. -Centaurea jacea L. 

(Pflanze vor der Bliite) . 300 ~ + os 
18. VII.  Galeopsis tetrahit L. | 

(bliihende Pflanze) . . 300 + + 4 
19. VII.  Hrigeron canadensis L. 

(Stengel und Blatter) . 600 schwach schwach schwach 
20. VII. Vicia sepium L. (bliihende 

oberirdische Teile) . . 700 “+ oe 


21. VII. | Potentilla anserina L. 
(bliihende oberirdische 


ER te a. ig ee eee |g 800 --- schwach 
22. VII. Asplenium filix femina 

Brnh. (Blatter). . . . 200 | schwach — schwach 
23. VII. | Lactuca sativa L. var. capi- | 

De as eee 700 | + a aa 


Die SchluBfolgerungen, welche man aus dieser Untersuchung 
ziehen kann, sind zunichst von dem Werte abhingig, den man den 
einzelnen Reaktionen zuschreibt. Da von diesen die Rhodanreaktion 
in der beschriebenen Ausfiihrung die einzige ist, fiir die eine Fehler- 
quelle nicht bekannt ist, so ist sie als Grundlage zu nehmen. Ich be- 
trachte demgemaB Blausiiure in denjenigen Pflanzen als nachgewiesen, 
mit welchen die Rhodanreaktion und aufSerdem eine der anderen 
Reaktionen eintrat. Von den 88 untersuchten Pflanzen trifft dies 
fiir 56 zu; es sind diejenigen, die in der Tabelle kursiv gedruckt sind. 
Die meisten dieser Pflanzen ergeben nur Spuren von Blausaure 
(schitzungsweise 0,1 bis 0,2 mg/kg); aber Pflanzen, wie Achillea mille- 
folium, Chrysanthemum leucanthemum und Oenothera biennis wiirden 
auch nach der bisher iiblichen Betrachtungsweise als Blausiurepflanzen 
anzusprechen sein!). 


1) Bei Achillea millefolium wurden 0,003 g/100 Blausiaure im Destillate 
gefunden, daneben auch Benzaldehyd; letzterer auch in Chrysanthemum 
leucanthemum. Linaria minor ist schon als Blausiiurepflanze bekannt. 
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Da aber nach allen Erfahrungen feststeht, daB der Gehalt an 
Blausiure sehr von den duferen Bedingungen (Witterung, Tages- 
und Jahreszeit) abhingt*), so ist nicht daran zu zweifeln, daB Blausiure, 
wenn nicht ein allgemeiner, so doch ein sehr verbreiteter Pflanzen- 
bestandteil ist. Ein Anhianger der Treubschen Anschauungsweise 
wire demnach berechtigt, in dieser Untersuchung einen endgiiltigen 
Beweis fiir die T'reubsche Hypothese zu sehen. Ich teile diese Ansicht 
nicht, da man durch solche Untersuchungen niemals entscheiden 
kann, ob die Blausiure ein Auf- oder Abbauprodukt ist. Man muB 
also nach anderen Priifungsverfahren suchen. Um ein solches zu finden, 
bin ich von folgendem Gedanken ausgegangen: Die Blausiure kommt 
in den Pflanzen, soweit bekannt, nicht frei vor, sondern in Verbindungen, 
und zwar handelt es sich in der Mehrzahl der bekannten Fille um 
Verbindungen des Benzaldehyds, p-Oxybenzaldehyds und Acetons. 
Zwischen diesen Verbindungen bestehen Beziehungen zu einzelnen 
Aminosauren?), wie es folgende Ubersicht zeigt: 


/OH 
C,H,CH,.CH(NH,)COOH C,H,CH 
\CN 
Phenylalanin Benzaldehydcyanhydrin 
1) 
OH, 4 | 
64208 (1) cjH,f 8 
6°/"tSCH,.CH(NH,)COOH (4) \CH (4) 
SCN 
Tyrosin p-Oxybenzaldehydcyanhydrin 
CH CH . 
CH,>CH-CH(NH,)COOH CH,>C(OH)CN 
Valin Azetoncyanhydrin 


Fir diesen Zusammenhang spricht auch die hiufig beobachtete 
Tatsache, daf bei der Oxydation von Aminosiuren Blausiure ent- 
stehen kann. 

Fihrt man nun eine derartige Aminosiure in eine geeignete Blau- 
siurepflanze ein, so kénnte, wenn die Treubschen Anschauungen 
richtig sind, jedenfalls keine Zunahme, sondern eher eine Abnahme 
an Blausiure eintreten. Letzteren Schlu8B haben schon Ravenna und 
Zamorani*) gezogen. Sie haben infolgedessen Asparagin in Sorghum 
vulgare eingefiihrt und beobachtet, da die Versuchspflanzen armer 
an Blausiure waren als die Kontrollpflanzen. Der Versuch ist schwer 
zu deuten, da das Asparagin in keiner unmittelbaren Beziehung zu 
der in Sorghum vorhandenen Blausiéureverbindung steht. Diese ist 


1) Der Unterschied der beiden mitgeteilten Befunde iiber Buchenblatter 
ist z. B. darauf zuriickzufiihren, da8 sie 1921 friih morgens, im folgenden 
Jahr abends gesammelt wurden. 

*) Vgl. dazu Schweiz. Apotheker-Zeitung 58, Nr. 11, 1920. 

8) Atti della Reale Accademia des Lincei (5) 18, II, 283, 1909. 
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nimlich ein Glykosid des p-Oxybenzaldehydcyanhydrins, und ich 
habe deshalb in Ausfiihrung des oben entwickelten Gedankengangs 
zu den Versuchen Tyrosin benutzt. Eine mit Hilfe von Natriumcarbonat 
hergestellte Tyrosinlésang wurde in Pflinzchen von Sorghum (sie 
waren als nigrum bezeichnet) eingespritzt!). Nach einiger Zeit”) wurde 
der Blausiuregehalt gleichzeitig mit dem von Kontrollpflanzen be- 
stimmt. Da der Blausiuregehalt der Sorghumpflanzen sehr von ihrem 
Entwicklungszustand abhingt, so wurden als Kontrollpflanzen solche 
von médglichst demselben Entwicklungszustande gewihlt, den die 
Versuchspflanze aufwies. Das Ergebnis (nach Titration der Destillate 
mit n/50 Silbernitrat) zeigt folgende Ubersicht: 





Tyrosinpflanze Koala 
0) HCN HON 


mg mg 

Kleiner SproB ohne Bliiten. ........ 9,7 2,6 
GroBerer SproB mit unentwickeltem Bliiten- 

RD sir eile ptekewte fh ayiertvars: « _ 1,75 
GroBerer SproB mit entwickeltem Bliiten- 

ES rang Pre ie nag es a Sa 9,65 1,35 


Die Versuche zeigen, daB die mit Tyrosin behandelten Pflanzen 
wesentlich mehr Blausiure geliefert haben als die Kontrollpflanzen, 
und diese Tatsache ist dem oben Mitgeteilten zufolge eine Wider- 
legung der T'reubschen Hypothese, wenigstens fiir Sorghum nigrum. 
Man kann vielmehr jetzt den SchluB ziehen, da die Blausiure in 
Sorghum ein Abbauprodukt ist, und daB die p-Oxybenzaldehydcyan- 
hydrinkomponente des Sorghumglykosids Durrhin aus Tyrosin hervor- 
geht. Daraus ist aber auch der SchluB gerechtfertigt, daB auch in 
anderen griinen Pflanzen die Blausiureverbindungen in analoger 
Weise aus Aminosiuren hervorgehen kénnen. Man kann auf dieser 
Grundlage sich die Entstehung von Blausiureverbindungen in der 
Pflanze folgendermafen denken: Zur Bildung eines EiweiBmolekiils 
braucht die Pflanze bekanntlich mehrere Aminosiuren. Da aber nicht 
angenommen werden kann, dafs die Pflanze diese immer gerade in 
den Mengen bildet, die sie zur EiweiSbildung nétig hat, so wird die 
eine oder andere der Aminosiuren im Uberschu8 vorhanden sein. 
Dieser Uberschu8 kann dann in geeigneten Fallen, so beim Phenyl- 
alanin, Tyrosin und Valin‘) in Blausiureverbindungen, vor allem in 


1) Uber die cingespritzte Menge kann ich leider keine Angaben machen, 
da beim Einspritzen wiederholt Verluste eintraten. 

2) In einem Fall 5, im anderen 14 Tage nach der letzten Einspritzung. 

8) Die Bliitenkolben wurden vor der Bestimmung entfernt. 

4) Andere Aminosiuren werden vielleicht in anderer Weise um- 
gewandelt, z. B. zu Alkaloiden. 
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Blausiureglykoside umgewandelt werden, und diese kénnen dann, 
sei es an derselben, sei es an anderer Stelle, wieder zu Aufbaureaktionen 
verwendet werden. 

Ausdriicklich sei aber hervorgehoben, da die soeben entwickelte 
Anschauung nicht alle Vorkommen von Blausiéure erkliren kann!), 
da beispielsweise bei den Blausiureglykosiden Lotusin und Gyno- 
kardin ein Zusammenhang mit Aminosiuren nicht zu bestehen scheint. 
Man muB6 also auch noch mit anderen Entstehungsweisen von Blau- 
siure rechnen. 


Zusammenfassung. 
1. In 56 von 88 untersuchten Pflanzen wurde Blausiure — zu- 
meist in Spuren — nachgewiesen. 


2. Einverleibung von Tyrosin in Sorghum nigrum bewirkt Ent- 


stehung von Blausiiure. 
3. Die Treubsche Hypothese ist fiir Sorghum nigrum ungiiltig. 


1) Sie betrifft, wie die T'reuwbsche Hypothese, auch nur die griinen 
Organe, nicht etwa Samen. 
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Variationsstatistik 
als Hilfswissenschaft der Biochemie der Pflanzen. 


Von 
IL. Rosenthaler. 


(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 19. August 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vom pharmakognostischen Standpunkt ausgehend, habe ich in 
einer Reihe von Untersuchungen!) die Variationsbreite chemischer 
Bestandteile von Drogen ermittelt. Dabei haben sich Tatsachen er- 
geben, die eine biochemische Deutung verlangen: 

1. Kleine Individuen sind in der Regel prozentisch reicher an 
bestimmten Bestandteilen als gréBere. So betrug z. B. der Amygdalin- 
gehalt einer Mandelsorte bei den leichtesten 5,55 °%, bei den schwersten 
3,66%. Zahlreiche andere Beispiele fiir diese Regel, auf die ich schon 
an anderer Stelle?) hingewiesen habe, finden sich in den erwahnten 
Abhandlungen sowohl fiir Samen und unterirdische Organe als auch 
fiir Blatter (in der Entwicklung begriffene Kirschlorbeerblatter) be- 
schrieben. 

Die Erklarung fiir diese Tatsache scheint mir bei Samen und 
unterirdischen Organen darin zu liegen, daB die Entwicklung der 
neuen Pflanzen nicht erfolgen kann, wenn nicht eine Mindestmenge 
an bestimmten Stoffen vorhanden ist. An diesen Stoffen, gleichgiiltig, 
ob sie selbst. verwendet werden (Eiwei8, fettes Ol) oder bei der Bildung 
anderer Stoffe als Abfallprodukte entstanden (eine Anzahl Alkaloide), 
sind dann die kleineren Individuen verhaltnismaBig reicher. 

Wenn weiter in den kleinen (jungen) Kirschlorbeerblattern der 
Blausiuregehalt betrachtlicher ist als in den gréBeren (alteren) Blattern, 
so ist dies wohl darauf zuriickzufiihren, daB der chemische Umsatz 
in den ersteren gréBer ist. 


1) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 30, 8, 392, 1920; 31, 396, 1921, 3; 


82, 1922. 
2) Pharm. Zentralh. 61, 629, 1920. 


Biochemische Zeitschrift Band 134, 15 
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2. Die Variationsbreite ist fiir verschiedene Stoffe sehr verschieden. 
Beispielsweise wurde bei einer Untersuchung von bitteren Mandeln 
festgestellt, daB der Amygdalingehalt zwischen 0 und 8.5%, lag, der 
Gehalt an fettem Ol zwischen 44 und 62,5%. Ebenso wurde fest- 
gestellt, daB die Schwankungen im Gehalt an Alkaloiden verhaltnis- 
mabig groB, die an EiweiB verhaltnismaBig klein sind. Man kann dem- 
gemaB zwei Gruppen von Pflanzenstoffen unterscheiden, solche mit groBer 
und solche mit geringer Variationsbreite. Es liegt nahe, in letzteren 
die lebenswichtigen, in ersteren die lebensunwichtigen zu sehen." 

Das variationsstatistische Verfahren bietet indes noch andere 
Moglichkeiten, in das biochemische Getriebe einzudringen. Will man 
beispielsweise feststellen, ob zwei nebeneinander in einem Pflanzenteil 
vorkommende Stoffe in genetischen Beziehungen zueinander stehen, 
so wird man versuchen, beide Bestandteile in einem Individuum zu 
bestimmen. Sind z. B. die Alkaloide Nebenprodukte der EiweiSbildung, 
wie man das vermutet, so sollten die Mengen von Eiweif} und Alkaloid 
in einem bestimmten Verhaltnis stehen. 

Zur Illustrierung der hier eingeschlagenen Arbeitsweise mégen die 
folgenden Abhandlungen dienen: 


I. Uber das Verhiltnis des Blausiure-Stickstoffs zum Gesamt- Stickstoff 
weniger Blausiure-Stickstoff in Samen. 
Von L. Rosenthaler und K. Seiler. 

Zwischen den im Titel genannten Werten, von denen der Kiirze 
halber der erste als B.-N, der zweite als G.-N bezeichnet sei, kénnen 
folgende Beziehungen bestehen: 

a) Ist die Blausiure ein Nebenprodukt bei der Bildung stickstoff- 
haltiger Kérper, also insbesondere des EiweiBes, so miissen die Werte 
von B.-N und G.-N parallel gehen. 

b) Verlauft die Bildung der stickstoffhaltigen Koérper iiber die 
blausiurehaltigen, z. B. das Benzaldehydcyanhydrin, so kann das 
Verhaltnis der beiden ein umgekehrtes sein. 

c) Hat die Blausiure nichts mit der Bildung der stickstoffhaltigen 
K6rper zu tun oder steht sie etwa mit nur einem von mehreren Eiweib- 
kérpern in den Zusammenhingen a oder b, dann kann offenbar von 
einem bestimmten Verhaltnis nicht die Rede sein. 

Wir haben diese Verhiltnisse an den Samen von Schleichera trijuga, 
an bitteren Mandeln und Aprikosenkernen gepriift. Die Untersuchung 
wurde folgendermaBen vorgenommen: Die Samen wurden mit reinstem 
Bariumsulfat') zerrieben, worauf das Gemisch in einem Kjeldahlkolben 


1) Bariumsulfat eignet sich zum Zerreiben gut, da es sich beim Kjel- 
dahlisieren in der Schwefelsaure lést, und so das StoBen, wie bei Verwendung 
unléslicher Stoffe, vermieden wird. 
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mit ungefahr 100ccem Wasser versetzt wurde. 


Nach 24 Stunden wurde 


die Blausiure abdestilliert und titrimetrisch bestimmt. Der Destil- 
lationsriickstand wurde der N-Bestimmung nach Kjeldah! unterworfen. 


1. Bittere Mandeln. 





Gewicht 
g 


1,019 
0,675 
0,428 
1,207 
0,446 
1,268 
0,945 
0,624 
0,502 
0,724 
0,955 
0,643 
0,739 
0,904 
0,497 
0,868 
0,580 
0.797 
0,381 
1,114 
1,877 


mg 


2,63 
1,19 
0,81 
3,56 
0,43 
3,23 
2,05 
1,83 
1,19 
1,72 
1,94 
0,92 
1,56 
2,69 
1.08 
3,61 
1,19 
2,37 
1,46 
3,02 
3,47 


Blausaure 


0,258 
0,176 
0,238 
0,295 
0,097 
0,255 
0,217 
0,294 
0,236 
0,238 
0,203 
0,142 
0,212 
0,298 
0,217 
0,416 
0,204 
0,297 
0,382 
0,271 
0,185 


mg 


1,36 
0,61 
0,42 
1,84 
0,22 
1,68 
1,06 
0,95 
0,61 
0,89 
1,01 
0,47 
0,81 
1,40 
0.56 
1,87 
0,61 
1,23 
0,75 
1,56 


1,80 


BN 


% 


0,134 
0,091 
0,123 
0.153 
0,050 
0,133 
0,112 
0,152 
0,122 
0,123 
0,105 
0,074 
0,110 
0,155 
0,112 
0.216 
0,106 
0,154 
0.198 
0,140 
0,096 


GeN 
cg 
4,34 4,26 
3,25 4,82 
1,19 2,79 
3,84 3,18 
1,45 3,25 
5,32 4,20 
4,79 5,07 
1,84 2,95 
162 | 3,22 
3,04 4,39 
4,15 4,35 
1,61 2,51 
2.05 2,78 
2,59 2.86 
0,87 1,75 
2,21 2,55 
108 | 1,86 
3,19 3,99 
0,79 2,07 
3,23 2,90 
4,65 2,48 


Stellt man die erhaltenen Werte graphisch dar, wie in Abb. 1, 


so erkennt man, da zwischen B.-N und G-.N einigermafen ein um- 
gekehrtes Verhiltnis herrscht, und ahnlich liegen die Dinge auch, wenn 


£ 
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Abb. 1. Bittere Mandeln. 


Gehalt an Blausaure-N ( 
und Gesamt-N weniger Blausaure-N ( 





“Gt OY 06 48 t0 i ww 


leg = 2E). 


man nicht G.-N, sondern den nach Stutzer bestimmten Eiweif-N mit 


B.-N vergleicht. Das Verhiltnis entspricht also demjenigen, das oben 


unter b) dargelegt wurde. 
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2. Aprikosenkerne. 
y Blausaure BN GN 
Gewicht Cera! SEER Sree 
g mg %y mg %ly cg % 
0,192 0,54 0,281 0,28 | 0,146 0,63 3,27 
0,224 0,48 | 0,216 0.25 | 0,112 0,73 3,24 
0,288 1,13 0,393 0.59 | 0,204 1,03 3,57 
0,297 0,54 0,181 0,28 | 0,094 1,57 5,29 
0,331 0,92 | 0,277 0,47 | 0,144 1,64 | 65,05 
0,359 1,19 0,330 0,61 | 0,171 132. 1 He 
0,344 1,35 | 0,392 0,70 | 0,203 1,23 | 3,58 
0,361 0,97 | 0,269 0,50 | 0,139 1,07 | 2,96 
0,504 1,89 | 0,374 0,98 | 0,194 1,58 | 3,13 
0,543 113 | 0,208 0,59 | 0,108 2,02. | 8,73 
3. Samen von Schleichera trijuga Willd. 

0,122 0,54 0,442 0,28 0,229 0,43 3,52 
0,132 0,32 0,245 0,17 0,127 0,39 2,93 
0,201 1,02 0,509 0,53 0,264 0,57 2,83 
0,232 0,97 0,419 0,50 0,217 0,65 2,79 
0,271 || 0,70 0,203 0,36 0,105 0,55 1,91 
0,287 || 0,92 0,319 0,47 0,166 0,41 1,44 
0,290 0,54 | 0,186 0,28 | 0,096 0,70 2,43 
0,291 1,24 0,426 0,64 | 0,221 0,86 2,95 
0,321 1,19 0,370 0,61 0,191 0,80 2,50 
0,323 He =1,26 0,467 0,78 0,242 0,67 2,07 


Bei den Aprikosenkernen liegen die Verhiltnisse, wie aus der 


Tabelle zu entnehmen, wie bei den bitteren Mandeln; bei den Samen 
von Schleichera liegen die Verhaltnisse anders, die Abb. 2 weist auf 


einen Parallelismus der beiden Werte hin. 
auch bei der Blausiureverbindung') andere Verhiltnisse vor, wie bei 
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005 Q1 OQ Q2 G25 G3 035 
Abb, 2.. Samen von Schleicheratrijuga. Gehalt an Blausaure-N ( 
und Gesamt-N weniger Blausaure-N ( 


Mandeln und Aprikosen. 


Il. Uber das Verhiltnis des Blausiurestickstoffs zum Gesamtstickstoff 
weniger Blausiurestickstoff in Kirschlorbeerblittern. 

Von L. Rosenthaler und K. Seiler. 

Bei Blattern miissen die Verhiltnisse im Blausiure-Stickstoff- 





lmg= 1 £). 


0,lmg = 1 F) 


Anscheinend liegen hier 


gebiet komplizierter liegen als bei den Samen, da bei den Blattern 
1) L. Rosenthaler, Schweiz. Apotheker-Zeitung 58, 17, 1920. 
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nicht nur die Blausiure nach verschiedenen Richtungen umgewandelt, 
sondern auch abtransportiert werden kann. Es war deshalb hier von 
vornherein auf ein eindeutiges Verhiltnis zwischen B.-N und G.-N nicht 
zu rechnen. Die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Werte wurden 
1921 mit Blatthalften gewonnen!), die im ersten Lebensjahre standen 
und noch in der Entwicklung begriffen waren. 

Abb. 3 stellt die absoluten, Abb. 4 die prozentischen Werte dar. 


r 
’ 


Beide zeigen kein regelmi®iges Verhiltnis zwischen B.-N und G.-N 
g 
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Abb. 3. 
Kirschlorbeerblatter. Gehalt an Blausaure-N (------- 0,1 mg = 1 F) 
und Gesamt-N weniger Blausaure-N ( Img = 1£). 
Gi ets Dae _ 
Por Gramm — 
0 Qf 02 03 04% 0Q5 Q6 07 08 09 10 
Abb. 4. 
Kirschlorbeerblatter. Prozentgehalt an Blausaure-N (------- 1% = 1 EF) 
und Gesamt-«N weniger Blausadure-N ( 1% = 12). 





sie zeigen aber, was hier nicht weiter erértert werden soll, daf bei 
B.-N und G-N bei in der Entwicklung begriffenen Blattern die absoluten 
Werte zu-, die prozentischen abnehmen. 


1) Die zweite Halfte wurde zu anderen Zwecken verwendet. 
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pt Kirschlorbeerblatter im ersten Lebensjahr. 
Tag . Blausaure BN GuN 
der Unters Gewicht eee 
suchung g mg Of, mg mg %, 
6. VI. 0,009 0,105 1,167 0,05 0,605 0,39 | 4,33 
2. VI. 0,010 0,105 1,05 0,05 0,544 0,30 3,05 
L 30. V. 0,038 0.26 0,682 0.14 0,353 0,58 = 1,52 
: 27. V. 0,072 0,42 0,583 0,22 0,302 0,95 | 1,32 
25. V. 0,075 0,37 0,487 0,19 0,252 0,89 1,18 
25. V 0,080 0,31 0,394 0,16 0,204 1,19 1,49 
1. VI. 0,125 0,42 0,336 0,22 0,174 142 | 1,14 
5: 2. VI. 0,141 0,42 0,299 | 0,22 0,155 1,27 0,90 
# 1. VI. 0,165 0,52 0,317 | 0,27 0,164 2,01 1,22 
9 23. V. 0,193 0,42 0,217 | 0,22 0,112 | 2,28 | 1,18 
} 13. VI. 0,202 0,42 0,209 0,22 0,108 1,79 0,89 
* 30. V. 0,248 0,52 0,212 0,27 0,110 9 2,51 1,01 
1s 17. VI. 0,261 0,48 0,182 0,25 0,094 2,07 0,79 
28. VI. 0,291 0,37 0,126 0,19 0,065 | 2.14 | 0,73 
Bi 13. VI. 0,355 0,63 0,177 | 0,32 0,092 | 2,77 | 0,78 
ei 13. VI. 0,363 0,58 0,161 0,30 0,083 2,49 0,69 
u 30. V. 0,401 0,89 0,223 | 0,46 0,115 3,42 | 0,85 
3 9. VI. 0,427 0,68 0,159 | 0,35 0,083 2.93 0,68 
3. VI. 0,436 0,42 0,097 | 0,22 0,050 3,49 0,80 
16. VI 0,452 0,73 0,163 0,38 0.084 2,49 0,55 
10. VI. 0,485 0,63 0,129 | 0,32 0,067 | 3,14 | 0,64 
28. VI. 0,575 0,63 0,110 | 0,32 0,057 3,56 0,62 
29. VI. 0,650 0,73 0,113 0,38 0,059 3,98 0,6] 
| 27. VI. | 0,735 | 0,89 0.121 | 0,46 , 0,063 4.60 , 0,63 
i 13. VI 0,845 1,36 0,161 0,71 0,084 5,03 0,59 
iv 28. VI 1,130 0,86 0,077 0,45 0,040 7,44 0,66 
i Kirschlorbeerblatter im zweiten Lebensjahr. 
4 Tag : Blausaure BuN GuN 
: der Unters Gewicht } 
suchung g mg Oy mg Of, mg %F 
a 17.11. | 1. Hialfte 0,763 0,65 0,085 0,33.) 0,044 | 8,16 1,07 
a ae eo 0,813 1,00 0,122 0,52 0,063 | 6,26 1,77 
if See & Paar 0,705 0,59 | 0,084 0,31 | 0,043 5,49 0,78 
, i. 7s 0,819 0,94 0,115 | 0,49 | 0,060 | 5,56 0,68 
i 24. II. ae 0,785 0,65 0,082 0,33 0,043 5,98 0,76 
i 27. V. ae 0,882 0,73 0,083 0,38 0,043 7,53 0,85 
Ea wee ile 0.784 0,92 0,117. 0,47 | 0,060 6,05 0,77 
ie SRR ees 0,747 Spur _ — _ 2,42 | 0,32 
is 19. IL. ce 0,854 0,32 0,038 0,17 | 0,020 6,75 0,79 
3 Vis 2 0,795 0,68 | 0,086 | 0,35 | 0,044 4,86 0,61 
a3 SAE oe aaa 0.904 0,92 | 0,101 0,47 0,052 6,05 0,67 
hie es eee ie Mae 0,824 1,05 | 0,127 0,54 0,066 4,30 0,52 
Bie 14. IT. are 0,880 0,59 | 0,067 0,31 | 0,035 7,60 0,86 
ie vs i tow wae 0,921 0,73 | 0,080 0,38 0,041 5,59 0,61 
bi tome | 
if 14. TL. “Figen 0,502 0,54 | 0,107 0,28 0,056 4,43 0,88 
lb 16 VE eS, 0,490 0,37 | 0,075 0,19 0,039 3,69 0,75 
a 


: 
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Kirschlorbeerblatter im dritten Lebensjahr. 





Tag : Blausaure BuN GysN 

der \—- Gewicht ; 

sith g mg %o mg Og mg | % 
23.11. | 1.Halfte 0,557 0,21:~=—«:0,039 «0,11. -0,02-2,46 0,44 
20. V. ; ae 0,316 0 0 0 0 1,06 0,33 
22. II. 1 ~~ 0.949 0,48 0,05 0.25 0,026 6,47 0,68 
6. VI. 2 “ 1,010 0,05 0,005 0,03 0,003 3,02 0,30 
22. IL. 1 a 0,931 0,70 0,075 0,36 , 0,039 5,85 , 0,62 
6. VI. > eae 0,872 0,10 0,012 0.05 0,006 2,77 | 9,32 
31. EH. Ree 0,991 0,65 0,065 0,34 0,034 7,03 0,71 
7. VI. ps os 1,037 0,37 0,035 0,19 0,018 4,00 | 0,39 
21. I. Ae 0,990 0,75 0,075 0,39 0,089 5,48 | 0,55 
8. VI. 2 oo 1,048 0,10 0,01 0,05 0,005 2,74 | 0,27 
21. IT. ] sie 0,857 1,02 0.119 0,53 0,062 5,26 | 0,61 
9. VI. 2 a 0,819 0,58 0,07 0,30 0,036 3,02 | 0,37 
23. II. 1 re 0,995 0,70 0,069 0,36 0,036 5,98 0,60 
20. VI. , ware 0,907 Spur —- os — 3,74 | 0,41 
23. IL. | ome 0,722 0,38 | 0,052 0,19 0,27 4,22 0,58 
27. VI. 2 i 0,691 0,16 0,023 0,08 0,12 2,49 0,36 


Weiter wurden dieselben Verhiltnisse bei Kirschlorbeerblittern 
untersucht, die im zweiten und dritten Lebensjahr standen. Die Unter- 
suchung wurde so gefiihrt, dag die zwei Halften des Blattes (ohne 
Mittelnerv) zu verschiedenen Zeiten untersucht wurden. 

Die Verhiltnisse liegen hier wesentlich anders als im ersten Jahre. 
In der Zeit, in der die Versuche ausgefiihrt wurden (Mai bis Juni), 
nimmt B.-N in der Regel alsolut und prozentual zu, G.-N absolut und 
prozentual fast durchweg ab. 

Im dritten Lebensjahr nehmen sowohl B.-N als G.-N ab, aber nicht 
gleichmaBig. In allen untersuchten Fallen hat sich, wie zu erwarten 
war, kein bestimmtes Verhiltnis zwischen den beiden Werten er- 
mitteln lassen. 

Das in dieser Untersuchung niedergelegte Zahlenmaterial erlaubt 
noch einen Einblick in den Anteil der Blausiure am Stickstoffumsatz. 
0/ i 
/0 


a o . . 
% Gn findet man bei den bitteren 


Berechnet man das Verhiltnis 


l i 
-, beiden Samen von 


1 1 1 
N —— — bei de ikosen — bis - 
fandeln i0 bis bei den Aprikosen i6 bis 56 


65 


1 
Schleichera > — 5 bis = Man sieht, da® selbst bei so blausiurereichen 


Samen, a es oe bitteren Mandeln sind, der Anteil des B.-N am G.-N 
nur ein recht geringer ist. 
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Bei Kirschlorbeerblittern wurde gefunden: 


. : ; Bo 
Bei Blattern im ersten Lebensjahr —~ bis —, 
4,3 16,5 
: nm ,, zweiten rs — his , 
. 7,9 39,5 

: ee 

i , dritten Es — bis 

10 


Der Blausiuregehalt tritt also gegeniiber dem Gesamtstickstoff um 
so mehr zuriick, je alter das Blatt wird. Da in der Jugend die Neu- 
bildung von Stoffen am lebhaftesten ist, so stimmt diese Tatsache 
mit der in der Abhandlung ,,Zur Priifung der T’rewbschen Hypothese* 
entwickelten Vorstellung tiber die Entstehung der Blausiure iiberein. 


Ili. Ober das Verhiltnis von Koffein zum Eiwei8-Stickstoff 
bei Kolasamen. 


In einer fritheren Untersuchung!) habe ich gezeigt, daB bei Kola- 
samen der Koffeingehalt und der Gesamtstickstoff weniger Koffein- 
stickstoff einigermaBen parallel gehen, so daf einem héheren Koffein- 
gehalt auch ein héherer Gehalt an Gesamtstickstoff weniger Koffein- 
stickstoff entspricht. War aber die zugrunde liegende Annahme richtig, 
daB das Koffein wie andere Pflanzenbasen ein Nebenprodukt der 
EiweiBbildung ist, dann muBte ein strengerer Parallelismus zwischen 
den Mengen an Koffein und EiweiBstickstoff vorhanden sein. Der 
Priifung dieser Folgerung gilt die vorliegende Untersuchung, die folgen- 
dermafBen ausgefiihrt wurde: Jeder Kotyledo wurde gewogen und 
gepulvert, und das Pulver in zwei ungleiche Teile geteilt. Mit dem 
gréBeren Teil wurde die Bestimmung des Koffeins nach der Pharm. 
Helv. 1V vorgenommen, nur mit der Abinderung, daB in dem als 
Koffein anzusprechenden Riickstand der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt und daraus die Menge des Koffeins berechnet wurde. In 
der kleineren Hilfte wurde der Eiweistickstoff nach dem Verfahren 
von Stutzer bestimmt. 

Teilt man das Material nach dem Koffeingehalt in zwei Halften 
und ordnet jeder den zugehérigen mittleren EiweiBstickstoff zu, so 
ergibt sich: 








Koffeingehalt EiweiSstickstoff 
1,12 bis 1,50% 0,412 % 
1,56 ,, 2,45% 0,570 % 





1) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 81, 408, 1921. 
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Koffeinbestimmung Bestimmung des Eiweifstickstoffs 


&et 
Gewicht Zur ae Zur eID 2 2¢ 
_ des Bestimmung Koffein Bestimmung EiweiBstickstoff zat 
Kotyledo | verwendet verwendet | cl 
g g mg of g mg ‘ee s 
7,173 4.985 64,3 1,29 2,006 7,6 0,379 34 
5,345 4,110 27,2 Load 1,003 5,1 O51 34,7 
8,265 5,829 72,3 1,24 1,998 95 0,476 26 
6,790 4,493 49,4 2,22 1,964 15,1 0,771 28,8 
8,212 5,726 140,3 2,45 2,004 15,5 0,773 31,7 
6,352 4,216 94,8 2,25 1,990 12,5 0,628 35,8 
7,828 5,562 83,3 1.50 1,968 10,2 0,518 29 
6,547 4,269 50,2 1.18 2017 7 0,347 34 
6,087 3,745 ° 79,8 2,13 1,996 8,94 0,448 47,5 
5,100 2,745 56,0 2.04 2,107 12,4 0,589 34,6 
4,845 3,514 68,1 1,94 1,056 5,6 0,530 36.6 
5,945 4,555 59,7 1,31 1,007 4 0,397 33 
5,198 3,621 48,5 1,34 1,129 5,1 0,452 29,6 
4.860 | 3,560 45,2 3,27 1,027 4,3 0,418 30,4 
5,153 3,830 59,7 1,56 1,028 4,1 0,399 39,1 
5,370 | 4,123 46,1 1,12 1,047 3,15 0,358 31.3 
9,274 3.946 55,2 1,40 1,994 7,2 9,362 38,7 
6,631 | 4,458 78,8 1,77 1,954 9,4 0,481 36,9 


Dem hoheren Koffeingehalt entspricht also ein héherer Gehalt 
an EiweiBstickstoff. Auch die in der letzten Rubrik der Tabelle wieder- 
gegebenen Verhiltniszahlen weisen auf enge Beziehungen der beiden 
Werte hin. Vielleicht wiirden diese Beziehungen noch enger erscheinen, 
wenn nicht die Stutzersche Methode wegen des Stirkereichtums der 
Kolasamen mit Schwierigkeiten verbunden wire. Wenn auch einzelne 
Werte aus der Reihe fallen, so ist doch der Parallelismus zwischen 
Koffeingehalt und Gehalt an Eiweifstickstoff unverkennbar'). Es 
ist dafiir wohl kaum eine andere Erklirung méglich als die, daB die 
Bildung des Koffeins in unmittelbarem Zusammenhang mit der Eiweils- 
hildung steht. 


1) Ein Ansteigen des Koffeins mit dem EiweiSgehalt wurde fiir Tee- 
blatter schon von Kellner, Makino und Ogasawa festgestellt (Landwirtsch. 
Versuchsst. 88, 370, 1887. Auch bei Kaffee sind ebenso wie bei Tee die 
eiweiBreichsten Organe am reichsten an Koffein (s. Romburgh und Lohmann, 
nach Czapek, Biochemie der Pflanzen 2, 245, 1905. 
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Uber die Analyse einer Volumenkurve von Blutkérperchen 
in hypertonischen Lésungen. 


Von 
Richard Ege. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 20. August 1922.) 


In meinen ,,Untersuchungen iiber die Volumenverinderungen der 
Blutkérperchen in Lésungen von verschiedenem osmotischen Druck**+) 
habe ich gezeigt, daB die Volumenverinderungen der Blutkérperchen 
sowohl in Salzlésungen als in Lésungen von Anelektrolyten quantitativ 
in Ubereinstimmung mit dem van ’t Hoff-Boyle-Mariotteschen Gesetz 
verlaufen, wie zu erwarten war, wenn die Volumenverinderungen der 
Blutkérperchen eine Funktion des osmotischen Druckes der auBeren 
Fliissigkeit sind. Ich behauptete, daB man eben darin einen Beweis 
dafiir habe, daB die Volumenverinderungen der Blutkérperchen in 
Lésungen verschiedener Konzentration in allem Wesentlichen osmotisch 
bedingt seien. 

Wenn von verschiedenen Seiten so oft ausgesprochen worden ist, 
daB die Volumenverinderungen der Blutkérperchen dem van ’t Hoff- 
Boyle-Mariotteschen Gesetz nicht folgen, so beruht dies zum Teil auf 
ungenauen Untersuchungen, namentlich aber auf dem Umstande, 
da’ die Volumenverainderungen der Blutkérperchen nicht direkt in 
Ubereinstimmung mit jenem Gesetz 

PoVo= Vi 
verlaufen kénnen. Das Blutkérperchen hat niimlich eine sehr bedeutende 
disperse Phase;. nennen wir sie X, so ist die Wasserphase des Blut- 
kérperchens V — X, und die Volumenveriinderungen des Blutkérper- 
chens sollen daher nach der folgenden Gleichung verlaufen 
Po (Vo — X) = (Vi — X). 

Aus den veréffentlichten Untersuchungen (s. unter anderem diese 

Zeitschr. 115, 131, Abt. 1; 130, 107, Abt. 1) geht hervor, daB die beob- 


1) Diese Zeitschr. 130, 1922, urspriinglich auf dinisch in ,,Studier over 
Glukosens Fordeling mellem Plasmaet og de rode Blodlegemer“, 1919 (kurze 
Ubersicht in C. r. 1920). 














mn 


ide 
ut- 
er- 


ese 
ob- 


ver 
rze 





R, Ege: Analyse einer Volumenkurve von Blutkérperchen usw, 235 


achteten und die nach der obenstehenden Annahme _berechneten 
Volumenveranderungen iibereinstimmen. 

Nachdem meine Untersuchungen abgeschlossen und veréffentlicht 
worden waren, ist aus dem Groninger physiologischen Institut eine 
Arbeit von Takei') hervorgegangen, die in gewissen Beziehungen 
meine Untersuchungen bestitigt, in anderen aber einige héchst eigen- 
tiimliche Ergebnisse bringt, was mich zu ein paar neuen Versuchen 
veranlaBt hat. 

Bevor ich das Resultat dieser Versuche mitteile, habe ich zu dem 
Aufsatz von Taket einige Bemerkungen zu machen. Taket meint, 
dafi die Volumenverminderung der Blutkérperchen in hypertonischen 
Lésungen mit den osmotischen Verhiltnissen iibereinstimme. Ein 
eigentlicher Beweis dafiir ist jedoch in T'akeis Aufsatz nicht zu finden; 
es wird auf die disperse Phase der Blutkérperchen keine Riicksicht 
genommen, auch ist die osmotische Konzentration der benutzten 
Lésungen nicht angegeben, ferner sind die Resultate etwas unregel- 
maBig, und schlieBlich vermiBt man die Gewahr dafiir, dab die Blut- 
kérperchen tatsichlich abzentrifugiert worden sind. 

Tatsichlich stimmen wir aber in dieser Frage ganz iiberein; wie 
aus meinen Versuchen”) und den damit verbundenen Erwiagungen 
hervorgeht, folgen die Volumenverinderungen der Blutkérperchen 
quantitativ dem van ’t Hoff-Boyle-Mariotleschen Gesetz. 

Wenn TJakeis Versuche und Aufsatz mich zu neuen Versuchen 
bewogen haben, so beruht das auf dem Umstande, daB nach Takeis 
Behauptung das Schrumpfen der Blutkérperchen in hyperosmotischen 
Flissigkeiten nur bis zu einem gewissen Punkt zutreffe; wenn die 
osmotische Konzentration der iuBeren Fliissigkeit mehr als etwa viermal 
so groB werde wie die des Plasmas, so fingen die Blutkérperchen wieder 
zu schwellen an, so da die iiberaus konzentrierten Fliissigkeiten wieder 
ein Volumen haben kénnen, das sehr nahezu dem_ urspriinglichen 
Volumen entspricht. 

Ich zitiere einen einzelnen Versuch: 

Glukosekonzentration. 2,3 4,5 5,010,0 20 21 22 23 24 50% 
Relat. Blutkérperchen- 
volumen .. . . . 132,8 100,0 97,5 77,9 69,7 76,2 83,6 89,3 92,6 93,4 

Das gleiche Resultat ergab sich bei einer Reihe von Salzlésungen. 

Bei meinen friiheren Versuchen arbeitete ich nur mit Lésungen, 
die bis etwa zwei- bis dreimal so grofe osmotische Konzentration 
aufwiesen wie das Plasma (Gefrierpunktdepression = 1,50). Arbeitet 
man mit noch konzentrierteren Lésungen, so wird es einerseits tiber- 
aus schwer sein, die Blutkérperchen quantitativ abzuzentrifugieren, 


1) Diese Zeitschr. 123, 1921. 
2) Diese Zeitschr. 115, und 120. 
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und andererseits wiirde die weitere Volumenverminderung, die man 
erwarten kénnte, falls das Schrumpfen der Blutkérperchen auch 
in den noch stirkeren Lésungen den osmotischen Gesetzen gehorcht, 
nur sehr gering sein. Aus diesen Griinden konnte es meiner Ansicht 
nach von keinem besonderen Interesse sein, mit noch konzentrierteren 
Lésungen zu arbeiten. 

Wenn die Untersuchungen von Takei aber zutreffen und fiir Blut- 
kérperchen, die in solchen Lésungen aufgeschwemmt sind, ganz andere 
Gesetze gelten sollen als in etwas schwicheren Lésungen, so hat die 
Frage ein erneutes Interesse, weshalb ich neue Versuche iiber den 
Kinflu8 konzentrierter Salzlésungen auf das Blutkérperchenvolumen 
angestellt habe. 

Als Salzlésung wihlte ich NaCl und als Versuchsmaterial Hunde- 
blut. Die Volumenbestimmungen fanden in Chonohimatokritréhren 
statt, das Zentrifugieren in einer Zentrifuge mit etwa 8000 Umdrehungen 
pro Minute. Das Zentrifugieren begann, nachdem die Blutkérperchen 
ein paar Minuten lang in der Salzlésung suspendiert worden waren. 





NaCl Gabendonen Blutkérperchenvolumen unter der, Von Takes 
seat ats ES). relat. 4 Blutkérperchen- Voraussctzung eines dispersen | gefundenes Blut- 

oo, | volumen Volumens von 40%) | korperchenvolumen 
0,91 0,56 100 100 100 100 

1,67 1,00 179 75 74 — 

5,0 | 2,95 827 62,4 51,2 72,3 

6,7 4,95 883 68,2 46,8 etwa 100 
10.0 5,90 1050 67.4 45,7 ae 


Aus dem Versuche geht hervor, daB in sehr konzentrierten Losungen 
anscheinend wieder eine VolumenvergréBerung stattfindet, wenn die 
von mir gefundenen VolumenvergréBerungen auch viel kleiner sind 
als die von Takei gefundenen, indem das Blutkérperchen in den sehr 
konzentrierten Lésungen der Versuche Takets wieder bis auf die GroBe 
der Blutkérperchen bei natiirlichen Verhaltnissen angeschwollen sein 
kann. 

Meines Erachtens ist die Erklirung jedoch anderswo zu suchen, 
als wo Takei sie zu finden meint. Wahrscheinlich werden die Blut- 
kérperchen sich in den Versuchen mit den konzentrierten Lésungen 
nicht quantitativ gesenkt haben; obschon ich eine sehr schnell laufende 
Zentrifuge benutzte (8000 Umdrehungen pro Minute), gelang es mir 
auch bei drei- bis vierstiindigem Zentrifugieren nicht, ein absolut 
konstantes Volumen zu erzielen, und die Blutkérperchensiule wurde 
auch nicht lackfarbig*). 

Je hypertonischer die Salzlésung ist, um so schwerer ist es, die 
Blutkérperchen quantitativ abzuzentrifugieren; wenn noch! hinzu- 


1) Siehe Koeppe, Pfliigers Arch. 107, 1905; Rich. Ege, diese Zeitschr 109. 
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kommt, da die Blutkérperchen in der starken Salzlésung geschidigt 
werden, so da®B sich beim Ubergang zwischen Blutkérperchensiule 
und Fliissigkeit in der fein geteilten Hamatokritréhre Anzeichen fiir 
eine beginnende Himolyse ergeben, so ist man gezwungen, die Sache 
aufzugeben. Aus den genannten Zentrifugenversuchen laBt sich daher 
nicht mit Sicherheit entnehmen, inwiefern in den stark konzentrierten 
Lésungen tatsichlich wieder ein Schwellen stattfinden wird. 

Dagegen laiBt sich mit Sicherheit dartun, daB den Blutkérperchen 
nicht das von Takei gefundene Gesamtvolumen zukommen kann. 

Bei normalen Verhiltnissen haben die Blutkérperchen ein spezi- 
fisches Gewicht von 1,08 bis 1,09. Wenn die Fliissigkeit, in der sie 
aufgeschwemmt sind, ein diesen Wert itibertreffendes  spezifisches 
Gewicht haben, werden die Blutkérperchen beim Zentrifugieren nicht 
zu Boden geschleudert werden, sondern ganz wie die Fettkiigelchen 
in der Milch obenauf schwimmen, und sich um so schneller an der 
Oberfliche sammeln, je schneller man zentrifugiert. Nun findet Takei 
die Blutkérperchen (nachdem sie in Lésungen schwicherer Konzen- 
tration geschrumpft waren) in einer 6,5proz. NaCl-Lésung bis auf 
das normale Volumen angeschwollen. Da 6,5proz. Natriumchlorid 
ein spezifisches Gewicht von 1,11 hat, miissen die Blutkérperchen 
in einer derartigen Lésung obenauf schwimmen, wenn sie ihr urspriing- 
liches Volumen und ein dementsprechendes spezifisches Gewicht von 
1,08 bis 1,09 haben; da die Blutkérperchen aber nicht obenauf 
schwimmen, sondern tatsichlich in die Himatokritréhre abzentri- 
fugiert worden sind, miissen sie ein gréBeres spezifisches Gewicht 
haben als die Lésung, in der sie sich befinden. 

An der Hand dieser Uberlegung kann man sich einen Begriff von 
dem Volumen der Blutkérperchen in Lésungen bilden, die so kon- 
zentriert sind, das es nicht gelang, die Blutkérperchen quantitativ 
abzuzentrifugieren. Betriigt nimlich das spezifische Gewicht der 
Blutkérperchen unter normalen Verhiltnissen 1,085 und das Volumen 
der dispersen Phase 40°%,!), so kann man das spezifische Gewicht der 
dispersen Phase berechnen; es betrigt 1,21, wonach es méglich sein 
wird, das spezifische Gewicht der Blutkérperchen bei verschiedenen 
Schrumpfungsgraden zu berechnen. 


Relatives Blutkérperchenvolumen Spezifisches Gewicht 
100 1,085 
80 1,10 
70 1,12 
65 1,13 
60 1,14 
50 1,17 
45 1,19 


1) Rich. Ege, diese Zeitschr. 130. 
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Wenn die Blutkérperchen in einer Lésung hinabsinken (oder 
abzentrifugiert werden), deren  spezifisches Gewicht 1,19 ist, so 
muB das spezifische Gewicht der Blutkérperchen somit gréBer sein 
als 1,19, und sie miissen in so hohem Grade geschrumpft sein, dab 
ihr Volumen weniger als 45° ihres urspriinglichen Volumens ausmacht. 

Mittels dieser Erwiigung ist es méglich, sich aus T'akeis Versuch 
einen Begriff vom spezifischen Gewicht und somit vom Schrumpfungs- 
grad der Blutkérperchen zu machen. 

Das spezifische Gewicht einer 50proz. Glucoselésung betrigt 1,19; 
wenn die Blutkérperchen sich in einer solchen Lésung abzentri- 
fugieren lassen, so zeigt dies, da das spezifische Gewicht der Blut- 
kérperchen gréBer gewesen sein muB als 1,19. Das spezifische Gewicht 
der Blutkérperchen mu also etwas gréBer sein als 1,19, ihr Volumen 
also etwa 45°, des urspriinglichen oder weniger betragen; nach dem 
van ’t Hoff-Boyle-Mariotteschen Gesetz ist zu erwarten, dab die Blut- 
kérperchen in einer 50proz. Glucoselésung ein Volumen von 45% 
oder weniger einnehmen werden, da das Schrumpfen — wie dargetan') 
— infolge der riickwirtsschreitenden ,,Dissoziation’’ bei zunehmender 
Konzentration etwas kriftiger ist, als nach der osmotischen Konzen- 
tration der auBeren Flissigkeit zu erwarten wire. 

Nichts spricht somit dagegen, daf das Schrumpfen in sehr kon- 
zentrierten Lésungen in Ubereinstimmung mit den osmotischen Gesetzen 
verliuft, ganz wie es in weniger konzentrierten Lésungen der Fall ist'). 
Das wahre Blutkérperchenvolumen hat sich unter diesen Umstiinden 
nicht durch Zentrifugieren bestimmen lassen. Die von Takei angegebenen 
Volumina von Blutkérperchen in konzentrierten Salzlésungen kénnen 
nicht korrekt sein. Durch nichts ist die Annahme gestiitzt, dap die in sehr 
konzentrierten Salzlésungen stattfindende Hamolyse von einem Schwellen 
der Blutkérperchen herriihrt. 


1) Rich. Ege, diese Zeitschr. 130, 1922. 
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jut- . 
cht Von 
nen Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 
lem (Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
od (Eingegangen am 22. August 1922.) 
n’) Nachdem wir uns in einer friiheren Mitteilung!) mit den Flockungs- 
der bedingungen des Fibrinogens von kolloidchemischen Gesichtspunkten 
wal aus beschiftigt hatten, setzten wir uns zum Ziele dieser Arbeit, die 

Natur des ,,Fibrinferments*’ niher kennen zu lernen. Der Versuch, 

oo diese Frage einer Entscheidung naher zu bringen, erschien uns deshalb 
uN lohnend, da die bisherigen Forschungsergebnisse sich vielfach durchaus 
5"? widersprechende Deutungen lieferten, so daB von einer auch nur einiger- 
len maBen gleichsinnigen Auffassung dieses biologischen Geschehens gar 
— keine Rede sein kann. Es gibt wohl kaum eine Forschungsrichtung 
_ der letzten Jahrzehnte, die nicht auf diesem Gebiete Spuren hinter- ’ 
“ lassen hatte. So sind die Erklarungsversuche zahlreich. : 





Man kann diese Versuche im allgemeinen in zwei Gruppen, die 
sich diametral entgegenstehen, zusammenfassen. Die erste Gruppe, 
deren Vater Alexander Schmidt ist, sieht in der Wirkung des Thrombins 
ein fermentatives Geschehen. Ihr gehért heute noch die Mehrzahl 
der auf diesem Gebiete arbeitenden Autoren an, und wir finden dem- 
entsprechend in den zusammenfassenden Darstellungen der Lehre 
von der Blutgerinnung die Fermenttheorie an erster Stelle, vielfach 
sogar ausschlieBlich, erértert. Die zweite Gruppe betrachtet den Ge- 
rinnungsprozeB als rein physikalisch-chemisches Geschehen. Sie lehnt 
damit jede fermentative Wirkung ab. Diese rein kolloidchemische 
Betrachtungsweise ist schon relativ friih, aber entsprechend dem j 
damaligen Stande der Kolloidchemie noch durchaus unscharf in ein- 
zelnen Arbeiten angedeutet. Erst mit dem raschen Emporkommen 
der physikalisch-chemischen Forschungsmethoden hat auch auf diesem 











1) Diese Zeitschr. 126, 1921. 
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Gebiete die kolloidchemische Denkweise mehr in die Entscheidung 
strittiger Fragen eingegriffen. Es hat sich so von diesen Gesichts- 
punkten aus betrachtet die Fragestellung in unserer Arbeit dahin 
zugespitzt: ist das Thrombin Alexander Schmidts ein Ferment ? 

Die auBerst interessante historische Entwicklung dieser Frage 
wollen wir heute nicht berithren, wir gehen dementsprechend in dieser 
Arbeit auch nicht naher auf die einschliigige Literatur ein, es soll dies 
erst in einer spiiteren Zusammenfassung geschehen. Wir beginnen 
deshalb gleich mit der Schilderung unserer eigenen Versuche und 
bemerken, da wir von unseren zahlreichen Versuchen, die sich iiber 
Jahre hin erstreckten, aus Griinden der Raumersparnis nur Beispiele, 
soweit sie zur Begriindung unserer Anschauungen erforderlich er- 
scheinen, beifiigen. 

Wir wahlten zu unseren Versuchen reine Thrombinlésungen, dar- 
gestellt nach der wohl als bekannt vorauszusetzenden Methode von 
Alexander Schmidt. Als gerinnbares Reagens diente uns eine nach 
der Methode von Hammarsten bereitete Fibrinogenlésung. Es erschien 
uns zunichst wichtig, die Frage zu entscheiden, ob ein EiweiBgehalt 
der Thrombinlésung zur Auslésung der Gerinnung tiberhaupt erforderlich 
ist. Es finden sich in der Literatur Angaben iiber eiweiBarme und 
trotzdem wirksame Thrombinlésungen!). Von Howell wurde auch 
eine diesbeziigliche besondere Darstellungsmethode des Thrombins 
angegeben. Wir enteiwei8ten nun wirksame Thrombinlésungen nach 
verschiedenen Verfahren. Die Lésungen wurden als eiweibfrei be- 
trachtet, wenn sie, mit einer 20proz. Sulfosalicylsiure versetzt, voll- 
kommen klar blieben. In einer ersten Versuchsreihe benutzten wir 
zur EnteiweiBung absoluten Alkohol. Die Thrombinlésung wurde 
so lange mit Alkohol versetzt, bis sich das Filtrat auf Sulfosalicylsiure- 
zusatz vollkommen klar verhielt. Dann wurde der Alkohol im Vakuum 
abgedunstet und die Fliissigkeit auf das urspriingliche Volumen, eben- 
falls im Vakuum, eingeengt. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Thrombinlésung nach 
schwacher Ansiiuerung durch Essigsiure mit Kaolin ausgeschiittelt, 
bis die Sulfosalicylsiurereaktion negativ war. Die Essigsaure sorg- 
faltig neutralisiert und wieder im Vakuum zum urspriinglichen Volumen 
eingeengt. 2 

In einer dritten Versuchsreihe wurde die EnteiweiBung mit kolloi- 
dalem Eisen ausgefiihrt und die vollkommen eiweibfreien Lésungen 
ebenfalls wieder im Vakuum eingeengt. 

Es zeigte sich nun in allen Versuchsreihen, daB vollig eiweiffreie 
Thrombinlésungen in Fibrinogenlésungen keine Gerinnung mehr hervor- 


1) W. H. Howell, Americ. Journ. of Phys. 26, 1910. 
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rufen. Die Versuche verliefen alle iibereinstimmend, einerlei, welche 
EnteiweiBungsmethode durchgefiihrt worden war, wir glauben deshalb, 
auf die Anfiihrung der Protokolle verzichten zu kénnen. Es muB 
aber die Sulfosalicylsiurereaktion vollkommen negativ sein, um den 
Einflu8 des Thrombins auf die Gerinnung aufzuheben. - 

Minimale Spuren von EiweiB geniigen, um eine Gerinnung in 
Fibrinogenlésungen hervorzurufen. Eine in Thrombinlésungen auf 
Sulfosalicylsiurezusatz eben noch nachweisbare, minimale Opaleszenz 
reicht zur Auslésung der Fibringerinnung aus. Nur der zeitliche Faktor 
wird dabei wesentlich verschoben. Die Gerinnungszeit ist direkt ab- 
hingig von dem Eiweifgehalt der Thrombinlésung. Wir konnten uns 
davon iiberzeugen in Versuchen, in denen die Thrombinlésungen durch 
sukzessiven Zusatz von Alkohol und Weiterverarbeitung in der oben 
angegebenen Weise auf verschiedenen EiweiBgehalt gebracht wurden, 
gemessen an der Starke der Sulfosalicylsiurereaktion. Je schwicher 
die Sulfosalicylsiurereaktion war, um so langsamer trat die Gerinnung 
ein. Eine stark wirkende Thrombinlésung, die (10 Tropfen Thrombin 
auf 1eem Fibrinogen) die Thrombinlésung in 10 Minuten zur Ge- 
rinnung brachte, brauchte nach ihrer EnteiweiBung bis auf Spuren 
(schwache Opaleszenz auf Sulfosalicylsiurezusatz) 24 Stunden, um zu 
demselben Ergebnis zu gelangen. 

War so die Anwesenheit von Eiweif in den Thrombinlésungen 
fiir deren Wirksamkeit als Bedingung erkannt, so erschienen uns 
Versuche, durch Dialyse von Thrombinlésungen das wirksame Prinzip 
im Dialysat zu finden, von vornherein durchaus unwahrscheinlich. 
Diese Vermutung wurde auch durch die diesbeziiglichen Untersuchungen 
bestatigt. 

Wir benutzten zur Dialyse die Dialysierhiilsen von Schleicher 
& Schill, meistens aber nach der iiblichen Methode dargestellte Kollo- 
diumhiilsen. Die Thrombinlésungen wurden vor der Dialyse auf ihre 
Wirksamkeit gepriift. Die Dialyse dauerte 24 bzw. 48 Stunden unter 
Toluol. In jede Hiilse wurden 10 ccm der vorher gepriiften Thrombin- 
lésung gebracht und gegen ebensoviel destilliertes Wasser dialysiert. 
Nach Abschlu8 der Dialyse wurde das Dialysat direkt oder, nachdem 
es im Vakuum auf die Halfte des Volumens eingeengt war, zum Versuch 
verwandt. Als Kontrolle diente der Dialysierhiilseninhalt. Die Dialysate 
wurden alle mit Sulfosalicylsiure auf EiweiB gepriift. Solche Dialysate, 
bei denen auf Grund einer fehlerhaften Hiilse Eiwei8 durchgetreten 
war, wurden verworfen. Die Beobachtungszeit dauerte 48 Stunden. 
War nach Ablauf dieser Zeit keine Gerinnung eingetreten, so wurde 
der Versuch als negativ betrachtet. 

Wir fiihren nun im folgenden aus den durchaus gleichsinnig ab- 
gelaufenen Versuchen ein Beispiel an. 
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Tabelle I. 





Menge Fibrinogen a 
ad ‘ ad Gerinnung 


Tropfen ccm 
Thrombin 2 proz. wasserige Lésung 5 1 in 15Minuten 
geronnen 
24 Stunden Dialysat direkt . . é ] negativ 
24 Stunden Dialysat eingeengt . I negativ 


Inhalt der Dialysierhiilse .. . in 20Minuten 
geronnen 


| 48 Stunden Dialysat direkt . . f negativ 

48 Stunden Dialysat eingeengt . negativ 

| Inhalt der Dialysierhiilse .. . | ; in 30 Minuten 
oe geronnen 

Wir sehen also, was nach*dem Obengesagten auch zu erwarten 
war, eiweiBfreie Dialysate des Thrombins sind vollig unwirksam. Es 
finden sich in der Literatur Angaben iiber eine Instabilitait der Fibri- 
nogenlésungen!). Wir haben deshalb in unseren Untersuchungen 
besonders darauf geachtet. Es war nach den Untersuchungen von 
Sérensen®) und Michaelis?) wahrscheinlich, daB fiir die Stabilitat der- 
artiger Lésungen weniger der EiweiB-, als vielmehr der Salzgehalt 
eine Rolle spiele. Wir bemerken, da® in allen unseren Versuchen die 
Fibrinogenlésungen immer genau in derselben Weise nach der Hammar- 
stenschen Methode dargestellt wurden. Ausgangsmaterial war immer 
Pferdeoxalatblut. Die zwecks Reinigung nétige Umfallung wurde 
immer viermal vorgenommen. Es wurde nur sicher kalkfreie Kochsalz- 
lésung zur Fallung benutzt. Am sichersten und einfachsten erscheint 
uns die Kalkfreiheit der Kochsalzlésung nach dem von Wohlgemuth 
angegebenen Verfahren‘) erreichbar. Die letzte Fallung wurde gut 
ausgepreBt, um die anhaftende NaCl-Lésung méglichst zu entfernen. 
Nach Lésung in Aqua destillata erhilt man so Fibrinogenlésungen 
von einem NaCl-Gehalt von etwa 2%. 

Wir priiften nun zunichst den EinfluB einer verschiedenen Koch- 
salzkonzentration der Fibrinogenlésung auf den Ablauf der Thrombin- 
gerinnung. Das NaCl wurde nach der Bangschen Mikromethode bestimmt, 
der EiweiBgehalt wurde nach Esbach ermittelt. Wir fiigen im folgenden 
aus unseren Versuchsreihen zwei Tabellen zur Orientierung bei. 

Die Prozente NaCl der Tabellen IT und ITT beziehen sich auf das ganze 
Gerinnungsgemisch (als inklusive Thrombinlésung). Wir entnehmen aus 
diesen Versuchen, daB der NaCl-Gehalt auf den Ablauf der Gerinnung von 
erheblicher Bedeutung ist. Das Optimum liegt bei 1 bis 2% NaCl. Die 
Tabellen IV und V geben einen Uberblick iiber den Einflu8 der Eiwei8- 
konzentration der Fibrinogenlésungen auf den GerinnungsprozeB. 


1) E. Herzfeld und R. Klinger, diese Zeitschr. 71, 1915. 

2) S. P. L. Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 1912. 

3) L. Michaelis, diese Zeitschr. 47, 1912. 

4) J. Wohlgemuth, GrundriB der Fermentmethoden, Berlin 1913. 
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ee Tabelle II. 
= | Fibrinogen | sa wasserige Gerinnungs: 
tS fa | Menge | E.weifgehalt ~ NaCl-Gehalt pas = 
y ccm bo Of, com Minuten 
; l l 8 2 1 16 
ny 2 l 8 3 l 19 
a4 3 1 8 + 1 23 
4 l 8 5 l 25 
5 ] 8 6 l 25 
6 ] 8 8 l 25 
7 ] 8 10 l 25 
Tabelle III. 
oa Fibrinogen ips. wasserige Gerinnungs:s 
4 7. Menge | EiweiSgehalt — NaCl-Gehalt eecunmenmiat — 
com | 09 % com Minuten 
1 l 4 l 1 I4 
2 l 4 2 1 16 
3 1 + 4 1 18 
4 l 4 6 1 20 
F 5 1 4 8 l 23 
q 6 1 + 10 1 23 
Tabelle IV. 
5 af Fibrinogen 2 proz. wasserige Gerinnungs- 
w. | Menge EiweiSgehalt Na Cl-Gehalt Tepsmbiatiousg * 
a i ccm loo OF, com Minuten 
1 1 8 2 l 15,2 
¢ 2 1 7 2 1 15,5 
3 1 6 2 l 15,3 
4 ] 5 2 l 15.5 
5 1 4 2 l 15,5 
6 ] 3 2 l 15,6 
7 1 2 2 1 15,4 
8 1 1 2 1 15,5 
9 1 0,5 2 1 15,¢ 
10 1 0,25 2 1 15,5 
Tabelle V. 
ei Fibrinogen 2 proz. wiisserige Gerinnungs« 
ta Menge EiweiBgebalt | NeClGebslt || >> mbinitome ear 
j com "oo 2 lp com Minuten 
1 1 4 1 1 14.5 
2 1 3 1 1 14.5 
3 1 2 1 1 14.6 
4 1 1 1 1 14.4 
5 fT 1 0,5 1 1 14,7 
6 l 0,25 1 l 14.4 
16* 
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Ks zeigt sich, wie aus Tabelle IV und V zu ersehen ist, dab die 
KiweiBkonzentration der Fibrinogenlésung fiir die Thrombingerinnung 
ohne wesentliche Bedeutung ist. Die Unabhangigkeit des Gerinnungs- 
ablaiifes von der EiweiSkonzentration erscheint uns bemerkenswert. 
um so mehr, als gerade wieder in neuester Zeit Veranderungen der 
Blutgerinnung im Sinne einer Verzégerung, wie sie éfters bei Stérungen 
der Driisen mit innerer Sekretion klinisch zur Beobachtung kommen, 
vielfach auf eine verminderte Fibrinogenmenge zuriickgefiihrt werden. 
Unsere Versuche sprechen nicht in diesem Sinne. Unseres Erachtens 
kénnte eine Herabsetzung des Fibrinogengehaltes des Blutes fiir die 
erwihnten pathologischen Zustande atiologisch nur dann von Be- 
deutung sein, wenn sie nahezu einem vollstandigen Fehlen gleich- 
kime. Eine gréBere Bedeutung kime nach unseren Untersuchungen 
den Neutralsalzen zu, wie aus den Tabellen I] und III ersichtlich ist, 
vor allem kommen aber in dieser Hinsicht die zweiwertigen Kationen 
in Betracht, speziell die Kalksalze, wie wir schon in unserer friiheren 
Arbeit!) auf Grund physikalisch-chemischer Betrachtungen nach- 
gewiesen haben. Eine Spontangerinnung der Fibrinogenlésungen bei 
der Dialyse, sowohl gegen Wasser als gegen Kochsalzlésungen von 
gleichem Prozentgehalt, wie sie von Herzfeld und Klinger beobachtet 
wurde, haben wir nie feststellen kénnen. Wohl tritt bei mehrtiagiger 
Dialyse unter Toluol, vor allem gegen Wasser, 6fters ein geringer 
flockiger Bodensatz auf, aber eine Gerinnung ,,bis zum geleeartigen 
Erstarren der ganzen Fliissigkeit‘‘ haben wir auch bei langdauernder 
Dialyse nie gefunden. Ein bestimmter optimaler Kochsalzgehalt und 
vollige Kalkfreiheit erscheint fiir die Stabilitat der Fibrinogenlésung 
von Bedeutung. Es ist nicht unméglich, daB das Fibrinogen der ver- 
schiedenen Tierarten in dieser Hinsicht sich verschieden verhalt. Die 
oben genannten Autoren arbeiteten mit Rinderoxalatplasma, wahrend 
unsere siimtlichen Versuche mit Pferdeoxalatplasma angestellt wurden. 
Nicht unméglich erscheint uns, daB bei den Dialyseversuchen der 
genannten Autoren die Membranadsorption eine Rolle spielte, da, 
wie aus unseren. weiteren Ausfiihrungen ersichtlich werden wird, wenig 
stabile Fibrinogenlésungen schon gegen geringe Anderungen des Lésungs- 
mittels empfindlich sind. 

Wie wir eingangs dieser Arbeit erwaihnt haben, ist der Eiweif- 
gehalt der Thrombinlésung von absoluter Bedeutung fiir deren Wirk- 
samkeit. EiweiBfreie Thrombinlésungen rufen keine Gerinnung mehr 
hervor. Auch das Thrombindialysat ist véllig wirkungslos. Uberlegt 
man sich nun, welcher Art die EiweiBkérper der Thrombinlésung 
sind, vor allem auch unter Zugrundelegung physikalisch-chemischer 


1) B. Stuber und A. Funck, 1. ec. 
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Gesichtspunkte, so méchten wir zunichst daran erinnern, dab das 
Thrombin Alexander Schmidts durch Alkoholfillung des Serums ge- 
wonnen wird. Die wirksame Substanz ist also das Alkoholprizipitat, 
das ein Gemenge von Albumin und Globulin darstellt. Es ist auch 
eine bekannte Tatsache, da®B das Eiwei®priizipitat lange Zeit mit dem 
zur Fallung benutzten Alkohol in Beriihrung bleiben kann, ohne dab 
seine Wirksamkeit beeintriichtigt wird. Also auch die irreversible 
Fallung vermindert die Wirkung nicht. Es handelt sich so bei den 
EiweiBkérpern der Thrombinlésung einfach um eine Emulsion von 
denaturiertem Serumalbumin und Globulin. 

Es war nun der Gedanke naheliegend, dafi beim Zusammen- 
bringen eines derartigen denaturierten EiweiBgemisches, i. e. Thrombin, 
mit Fibrinogen, durch eine Quellung des denaturierten Thrombin- 
eiweiBes das Fibrinogen in den stabilen Zustand, d. h. in die 
Gerinnung, tibergefiihrt werden kénnte. Eine ahnliche Anschauung 
wurde schon von Hekma') vertreten. Hekma sieht in dem Fibrin 
nichts anderes als das Gel des Fibrinogens. Er faBt das Fibrinogen 


‘als das Alkalihydrosol des Fibrins auf. Hekma betrachtet also, rein 


chemisch gedacht, Fibrin und Fibrinogen als identische Kérper. Seine 
Beweisfithrung erscheint uns zwingend. Er weist auch, unseres Er- 
achtens mit Recht, auf eine Arbeit von Hammarsten sich stiitzend, 
auf die geringen, in den Fehlerquellen der Methode liegenden Unter- 
schiede in den Elementaranalysen beider Substanzen hin. Stellt man 
sich auf den Standpunkt Hekmas von der Identitat des Fibrins und 
Fibrinogens im chemischen Sinne, und wir méchten ihm in dieser 
Hinsicht zustimmen, so diirfte in einer solchen Auffassung kein Raum 
mehr fiir ein Fibrinferment iibrig bleiben. Nun hat schon Hekma die 
Frage aufgeworfen, ob das Thrombin nicht dem Fibrinogen, dem 
Alkalihydrosol des Fibrins, das fiir seine Lésung nétige Alkali entziehe 
und so die Gerinnung bewirke, ohne allerdings fiir diese Ansicht experi- 
mentelle Beweise zu bringen. Unsere eigenen Untersuchungen fiihrten 
uns nun schrittweise zu ganz ahnlichen Uberlegungen, die wir nun 
auch zu beweisen versuchten. Wir gingen zunichst dabei so vor, dab 
wir Thrombin und Fibrinogen durch eine semipermeable Membran 
trennten. Ist unsere Vorstellung von der ursichlichen Quellung des 
Thrombins beim GerinnungsprozeB richtig, so muB sich dieser Einflub 
auch durch die Membran hindurch auf das Fibrinogen bemerkbar 
machen. Das war der SchluB, den wir aus unseren seither gewonnenen 
Anschauungen zogen. Als Membranen benutzten wir Tonkerzen, 
Pergamenthiilsen (Schleicher & Schill) und vor allem wieder selbst 
angefertigte Kollodiumhiilsen. Die Membranen wurden vor den Ver- 


1) Internat. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 2, 1915. 
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suchen gut gewassert. Speziell bei den Pergamenthiilsen ist wegen 
eines eventuellen Schwefelsiuregehaltes diese Vorsicht besonders ge- 
boten. Ferner wurden simtliche Membranen vorher in 24 bzw. 28stiin- 
digen Dialyseversuchen mit Thrombin gegen Wasser auf ihre Kiweif- 
undurchlassigkeit gepriift. Das Thrombin wurde in wisseriger Lésung 
oder in einer Kochsalzlésung von dem gleichen Gehalt wie die Fibri- 
nogenlésung in den Versuch eingestellt. Um sicher zu sein, dab im 
letzten Falle Thrombin- und Fibrinogenlésung den gleichen Kochsalz- 
gehalt besitzen, wurde, nachdem der Kochsalzgehalt der Fibrinogen- 
losung ermittelt war, letztere gegen eine Kochsalzlésung von gleichem 
Gehalt mehrere Tage dialysiert. Auf diese Weise konnte mit Sicherheit 
angenommen werden, da sich kleine, wohl kaum vermeidbare Diffe- 
renzen bei der Darstellung der entsprechenden Kochsalzlésung wihrend 
der mehrtigigen Dialyse véllig ausgleichen. Diese Kochsalzlésung 
wurde dann zur Bereitung des Thrombins verwandt. Wir betonen 
nochmals, da8 wir wiihrend dieser Dialyse niemals Spontangerinnungen 
unserer Fibrinogenlésungen beobachteten, so daB damit diesbeziigliche 
Kontrollversuche als erledigt betrachtet werden konnten. Wir geben 
nun im folgenden einige Beispiele unserer Versuche tabellarisch wieder. 


Tabelle VI. 





| Gerinnungs- 


Art der Membran Membraninhalt AuBenflissigkeit zeit 
Stunden 

Collodium. . . 1 proz. wiasserige Fibrinogen | 48 
Thrombinlésung 

Pergament . . 1 proz. wasserige Fibrinogen t 96 
Thrombinlésung 

Pergament . . 1 proz. wisserige Fibrinogen mit 5 proz. 60 
Thrombinlésung NaCl-Gehalt 

Tonkerze . . . l proz. wisserige Fibrinogen mit 5 proz. 24 
Thrombinlésung NaCl-Gehalt 

Collodium. . . 1 proz. wasserige Fibrinogen mit 5 proz. 36 
Thrombinlésung NaCl-Gehalt 


Steigert man die Thrombinkonzentration, so kann der Gerinnungs- 
ablauf beschleunigt werden. 


Tabelle VII. 





Gerinnungs- 
Art der Me nbran Membraninhalt Aufenfliissigkeit zeit 
| Stunden 
Collodium. . . | 5proz. Thrombinlésung Fibrinogen in 1,1 proz. 36 
in 1,1 proz. NaCl NaCl, 3,7 prom. EiweiB 
Collodium. . . |5proz.Thrombinlésung Fibrinogen in 2,2 proz. 36 
in 2,2 proz. NaCl NaCl, 7,4 prom. EiweiB* 
Collodium. . . 10proz.Thrombinlésung Fibrinogen in 5 


in 1,35 proz. NaCl 1,35 proz. NaCl. 
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Zur Kontrolle wurden noch Versuche mit anderen quellbaren 
Substanzen, wie Gelatine und Starke, ausgefiihrt. Wir fiihren als 
Beispiel einen solchen Gelatine-Starkeversuch’ an. 


Tabelle VIII. 





Gerinnungsze.t 


Art der Membran Membraninhalt AuBenflissigkeit 
Stunden 
Collodium. . . Gelatine in Fibrinogen in 6 
1,35 proz. NaCl 1,35 proz. NaCl 
Collodium, . . Starke in Fibrinogen in In dicker Schicht um die 


tiulse geronnen, ein 
kleiner Fibrinogen. 
rest ungeronnen. 


1,35 proz. NaCl 1,35 proz. NaCl 


Collodium. . . Gelatine in Fibrinogen in 
2 proz. NaCl 2 proz. NaCl 


Die Gelatine wurde nach den Vorschriften von Bechhold vor dem 
Versuch salzfrei dialysiert und auf neutrale Reaktion gepriift. War 
trotzdem noch saure Reaktion vorhanden, so wurde sorgfaltig neutra- 
lisiert. 

Bei allen Versuchen mit gleichem Salzgehalt der Innen- und 
AuBenfliissigkeit wurde so vorgegangen, daB der Fliissigkeitsspiegel 
in der Dialysierhiilse und AuBenfliissigkeit gleich hoch standen. Man 
konnte dann wihrend des Versuches sehr leicht die Quellung der in 
der Dialysierhiilse befindlichen Substanz an dem Hohersteigen des 
Fliissigkeitsspiegels beobachten. Besonders deutlich und vor allem 
beinahe sofort einsetzend, zeigt sich das bei der Gelatine, auch beim 
Thrombin konnte diese Quellung sehr deutlich nachgewiesen werden. 
Am langsamsten erfolgte diese Quellung bei der Starke, darauf diirfte 
die nicht vollstandige Gerinnung zuriickzufiihren sein. Es ist auf 
den optimalen Quellungsgrad die Dicke der Kollodiumhiilse von wesent- 
lichem EinfluB. Das diesbeziigliche Optimum gelang uns erst nach 
langerer Ubung. Alte, nicht mehr vollkommen durchsichtige Kollodium- 
hiilsen sind unbrauchbar. Wir versuchten nun, auch eine exakte Druck- 
messung wahrend des Gerinnungsprozesses durchzufiihren. Wir be- 
nutzten dazu ein Osmometer nach Zsigmondy. Als Innenfliissigkeit 
dienten wieder Gelatine- und Thrombinlésungen mit demselben Koch- 
salzgehalt wie das Fibrinogen der AuBenfliissigkeit. Es lie® sich nun 
yithrend des Gerinnungsprozesses beim Thrombin ein deutlicher Druck- 
anstieg um | bis 2 mm nachweisen. Nach vollendeter Gerinnung trat 
allmahlich wieder ein Ausgleich ein. Bei den Gelatineversuchen war 


der Druckanstieg sehr rasch und so stark, da das 25 em hohe Steigrohr 


nicht ausreichte und die Gelatine iiberflof. 
In allen Versuchen, mit Ausnahme der Stirkeversuche, war die 
Gerinnung der Fibrinogenlésung eine vollstiindige, so dab die gesamte 
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Fibrinogenmasse voéllig erstarrt war. Wie schon oben erwihnt, fiihren 
wir die nicht ‘ganz vollstandige Gerinnung in den Stirkeversuchen 
auf die langsame Quellung unserer Stirke zuriick, wodurch es zuniichst 
zur Gerinnung der der Hiilse zunichst gelegenen Fibrinogenteilchen 
kommt und dann durch diesen Mantel von geronnenem Fibrinogen 
um die Hiilse herum der weitere osmotische ProzeB gestért wird. Es 
zeigte sich in allen unseren Versuchen iibereinstimmend, daB die Ge- 
rinnung am raschesten und vollstiandigsten eintrat, wenn die zu deren 
Auslésung benutzte quellbare Substanz nicht nur intensives, sondern 
auch rasches Quellungsvermégen hatte. In allen Versuchen wurden 
zur Kontrolle die Wasserdialysate der verwandten Thrombin-, Gelatine- 
und Starkelésungen, genau wie in den eingangs beschriebenen Ver- 
suchen, in derselben Anordnung gepriift. In keinem einzigen Falle 
trat auch nur eine Spur von Gerinnung ein. 

Wir hitten also durch diese Versuche die Tatsache festgestellt, 
daB das Thrombin, auch wenn es durch eine semipermeable Membran 
vom Fibrinogen getrennt ist, das letztere zur Gerinnung bringt, daB ferner 
Gelatine und Starke unter denselben Bedingungen dieselbe Wirkung 
hervorrufen. Es konnte wihrend dieses Vorganges eine deutliche 
Quellung der die Gerinnung erzeugenden Substanzen nachgewiesen 
werden. Es konnte gezeigt werden, dal den Dialysaten der wirksamen 
Substanzen dieser EinfluB nicht zukommt. Auf Grund dieser Tat- 
sachen schien uns die Erklarung die wahrscheinlichste, die diejenige Eigen- 
schaft, die den wirksamen Substanzen gemeinsam nachgewiesen werden 
konnte, als Grundlage hat. Das ist die Quellung. Wir haben uns so 
die Vorstellung gebildet, daB durch die Quellung dieser Substanzen dem 
Fibrinogen, das zum Teil ionisiert bzw. hydratisiert in der Lésung vor- 
handen ist, sein Lésungsmittel, an erster Stelle sein H ydratwasser, ent- 
zogen und so die Gerinnung eingeleitet wird. So erklart sich die besonders 
rasche Wirkung in den Gelatineversuchen als Ausdruck ihres speziellen 
Quellungsvermégens. Aber auch die nachgewiesene Quellung des 
Thrombins diirfte wohl verstandlich sein, da es ja auf Grund seiner 
Darstellung nichts anderes ist als ein Gemisch von dehydratisierten 
EiweiBkérpern. Daf diese Wirkung des Thrombins beim Erhitzen 
desselben verloren geht, was wir bestatigen kénnen, ist, physikalisch- 
chemisch betrachtet, nicht verwunderlich, da ja die Hitzekoagulation 
eine weit starkere Denaturierung des EiweifBes bewirkt als die Alkohol- 
fallung, was ja schon in der anfanglich noch vorhandenen Reversibilitat 
der letzteren zum Ausdruck kommt. Ob es sich bei dem Fibrinogengel 
um ein reversibles oder irreversibles Gel handelt, man kénnte sich 
im letzteren Falle dann die sogenannte Fibrinolyse als eine Art Pepti- 
sation vorstellen, dariitber kénnen wir heute noch nicht urteilen. In 
einzelnen Versuchen ist uns eine Umkehrung des Gerinnungsprozesses, 
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s 
mit Gelatine sogar mehrmals hintereinander, gelungen, auch beim 
Thrombin. Warum diese Reversibilitét nicht immer eintrat, vermégen 
wir jetzt noch nicht zu entscheiden, wir méchten deshalb auch noch 
nicht weitef darauf eingehen und behalten uns vor, spater dariiber 
zu berichten. 

Wir méchten so zusammenfassend sagen: das Wesen der Thrombin- 
wirkung besteht in einem reinen Quellungsprozef, wodurch dem Fibrinogen 
sein Lésungsmittel entzogen wird und dadurch die Gerinnung erfolgt. 
Diese kolloidchemische Erklirung der Thrombinwirkung lehnt deren 
Fermentnatur ab. Wir sehen in dem Thrombin Alexander Schmidts 
ein artifizielles Produkt, dessen rein physikalisch-chemische Beeinflussung 
des Gerinnungsablaufs in der Art seiner Darstellung begriindet ist. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


VI. Mitteilung. 
Uber die Wirkungsweise der Thrombokinase. 
Von 
Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
(Eingegangen am 22. August 1922. 
Mit | Abbildung im Text. 


Wir haben schon in einer friitheren Arbeit!) den Nachweis zu 
erbringen versucht, das die Wirkung der Thrombokinase an die in 
ihr enthaltenen atherléslichen Stoffe gebunden ist. Wir hatten damals 
die Ansicht geiuBert, daB diese wirksamen Substanzen héchst wahr- 
scheinlich lipoiden Charakter besifen. Wir haben nun diese Unter- 
suchungen zu vervollstiindigen versucht. Vor allem erschien es uns 
notig, auch in dieser Arbeit, wie in der vorhergehenden, mehr kolloid- 
chemische Gesichtspunkte in den Vordergrund treten zu lassen. Es 
ist ja bei der Beurteilung des Wesens der Thrombokinase ahnlich wie 
beim Thrombin. Auch in ihrer Wirkung erblicken die meisten Autoren 
ein Fermentgeschehen. War uns diese Vorstellung von dem Ferment- 
charakter der Thrombokinase schon auf Grund unserer oben erwihnten 
friiheren Untersuchungen sehr zweifelhaft geworden, so schienen uns 
jedoch noch weitere experimentelle Daten unbedingt erforderlich, 
die wir nun im folgenden kurz zusammenfassend schildern méchten. 

Wir benutzten fiir simtliche Versuche Leberthrombokinase vom 
Kaninchen. Dieselbe war nach den Vorschriften von Morawitz her- 
gestellt. Das Plasma, dem meist 2°/9) Oxalat zugesetzt war, stammte 
ebenfalls vom Kaninchen, und zwar, soweit es die Versuche ermég- 
lichten, vom gleichen Tiere wie die zu priifende Kinase. 


Extraktion der Thrombokinase. 

Als Extraktionsmittel benutzten wir absoluten Alkohol und leicht 
siedenden Petrolither. Die Extraktion wurde in verschiedener Weise 
ausgefiihrt. Das eine Mal wurde jede Erwiirmung vermieden und in 
CO,-Atmosphire lichtgeschiitzt gearbeitet, das andere Mal wurde 


1) B. Stuber u. R. Heim, diese Zeitschr. 77, 1916, 
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die Leberkinase rasch getrocknet und in der iiblichen Weise im Soxhlet 
auf dem Wasserbade extrahiert. 

Bei der ersten Methode wurde die frische blutfreie Leber sofort 
zerhackt, dann in dunkler Flasche sofort mit derselben Menge Alkohol 
in CO,-Atmosphiire auf der Schiittelmaschine 3 bis 4 Stunden ge- 
schiittelt; wihrend dieser Zeit wurde der Alkohol mehreremal erneuert, 
bis er farblos blieb, danach wurde noch mehreremal mit Petrolather 
ausgeschiittelt, die Extrakte vereint und im dunklen Vakuum iiber 
Schwefelsiure zur Trockne verdunstet. Der ganz schwach gelb gefarbte 
Riickstand in physiologischer NaCl-Lésung emulgiert. Es ist unserer 
Erfahrung nach in der Wirkung der Extrakte kein Unterschied, ob 
man die frische Leber direkt extrahiert, oder ob man zuerst nach den 
Morawitzschen Angaben die Kinase durch Kochsalzextraktion zu- 
bereitet und diese dann mit Alkohol fallt, abfiltriert und den Riickstand 
mit Alkohol und Petrolither, wie oben beschrieben, weiter behandelt, 
simtliche Filtrate vereint und im Vakuum abdunstet. 

Bei der zweiten Methode wurde die frische Leber gut zerhackt, 
durch ein Sieb gepreBt und dann in diinner Schicht auf paraffinierte 
Glasplatten ausgebreitet, Luft dariiber geleitet und so in wenigen 
Stunden getrocknet, dann das fein gemahlene Trockenpulver im Soxhiet 
2 bis 4 Tage mit Alkohol und nachfolgend ebenso lange mit Petrol- 
ither extrahiert, die stark gefiirbten Extrakte vereint, im Vakuum 
eingedunstet und dann wieder in physiologischer Na Cl-Lésung emulgiert. 

Beide Methoden lieferten durchaus verschiedene Ergebnisse. 
Wir geben im folgenden aus unseren Versuchsreihen einige Beispiele 
wieder. Wir fiihren zuerst die Versuche mit den Alkohol-Petrolather- 
extrakten, die in der Kalte unter LichtausschluB in CO,-Atmosphire 
dargestellt wurden, an. Die Extrakte wurden in derselben Menge 
verwandt wie die als Kontrolle dienende frische Kinase, als weitere 
Kontrollen dienten eine | proz. Tierkohle, Wasser und der extrahierte 
Riickstand, der nach Verdunsten des Alkohols und Petrolathers mit 
physiologischer NaCl-Lésung zerrieben wurde. Da die Alkohol-Petrol- 
atherextrakte eine minimale saure Reaktion zeigten, wurde ein Teil 
derselben mit n/10 NaOH neutralisiert und so in den Versuch eingestellt. 
Simtliche Extrakte sind eiweibfrei. 

Ein wesentlich anderes Ergebnis lieferten die Versuche mit den 
Alkohol-Petrolatherextrakten, die nach der zweiten Methode, bei der 
keinerlei Riicksicht auf Temperatur, Luftsauerstoff und Licht genommen 
wurde, dargestellt worden sind. Wir geben aus den vollkommen iiber- 
einstimmenden Versuchen im folgenden ein Beispiel wieder. 

Die Versuchsergebnisse mit den Alkohol-Petrolitherextrakten der 
Thrombokinase sind, je nach der Darstellungsweise, wie aus den Ta- 
bellen [I bis ITI zu ersehen ist, durchaus verschieden. Die Griinde 
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Tabelle I. 
Frisches Kaninchenoxalatplasma (2 °/9). 











Plasma eer 5 proz. Ca Cly <eofemang 
com Tropfen Minuten 
Alkohol-Petrolatherextrakt: 
l 1 1 Tropfen . 2 47 
2 l 2 2 4.6 
3 ] 3 a TEFL ee tee Re eee 2 6.4 
Alkohol-Petrolatherextrakt neutral. : 
4 ] 1 Tropfen . 2 6,0 
5 ] 2 mn Do SRE Rei tes Se ae) ce Pete he 2 5.0 
6 1 3 aE Pore Sam te a aoe ee es ee eee 2 6.2 
Thrombokinase : 
7 ] 1 Tropfen . 2 5.0 
8 1 2 ae AMR pied Seatac eis eae ay al gate gp 2 4.9 
9 l 3 ss OL eLpcole yee ae ee ee Ce eS ee 2 5.9 
| proz. Tierkohle: 
10 I 1 Tropfen . ia 2 7,7 
11 l 2 = See ak ONES eee ea eee 2 oF 
12 l 3 i “aed NTRS ta ea ae A ae i oie 2 9.4 
i Extrahierte Kinase, Riickstand: 
13 l 1 Tropfen . 2 a 
14 1 2 ‘ RRs Ary ae eh eo 2 28 
OF ages wie "Biegler caeaa 2 _ 129 
Tabelle Ii. 
Kaninchenoxalatplasma, frisch (2°/,, Oxalat). 
—_ » Cal Gerinnungs:s 
Nr Plasma Seiad 5 proz. Ca Clo ro: 
com Tropfen Minuten 
Frische Thrombokinase: 
l 1 1 Tropfen . 2 4,3 
2 l 2 F ; 2 3,6 
3 ] 3 ‘. Sige ae RUPE an toe Maa gN - 2 3.5 
Alkohol-Petrolatherextrakt: 
4 1 1 Tropfen . 2 3.6 
5 l 2 « gt Ge pile eg TMLee Ne. GRE are 2 45 
6 l 3 . pe Mane Cea TNT ek a a 8 ae ag 2 49 
Alkohol-Petrolatherextrakt neutral. : 
7 1 1 Tropfen . 2 3,9 
8 l 2 - 2 4.8 
9 1 3 = ing eRe Vee ar ei te Aas 2 3.6 
Extrahierte Kinase, Riickstand: 
10 1 1 Tropfen . 2 65 
ll 1 2 Ha REE ea ea ee er eae 2 63 
12 l 3 is Tee nS ET ee eae ee 2 75 
x Wasser: 
13 1 1 Tropfen . 2 7.0 
14 1 2 e Ryo: kta U CEE SN ot ART Poe ae) INCE 2 78 
15 l 3 Po at aN a SN Oe Oe ek ae 2 69 
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Tabelle ITI. 


Frisches Kaninchenoxalatplasma (2 °/,,). 





~O Gerinnungs- 
_ Plasma 4 5proz. CaCl 8 
r. Zusatz as . zeit 
com Tropfen Minuten 


Frische Thrombokinase: 
1 Tropfen . 
2 ‘ ; 
3 Bs Behr or he a ete Net ce Care 
Alkohol-Petrolatherextrakt: 
1 Tropfen . NS ete 
2 : 


bo bo bo 


Alkohol-Petrolatherextrakt neutral. : 
1 Tropfen . 
2 Z ; 


bo bo bo 


3 7 ° ees 
Extrahierte Kinase, Riickstand: 

1 Tropfen . 

y we 


bo bo bo 


3 

Wasser: 
1 Tropfen . 
2 e ; 
3 


1 proz. Tierkohle: 


1 Tropfen . 
17 2 ; 
18 3 > 


dafiir diirften nicht allzu schwer zu finden sein. Es handelt sich bei 
den wirksamen Stoffen der Kinase um anscheinend sehr leicht zersetz- 
bare Substanzen, die unter dem Einflu8 von Wirme, Luftsauerstoff 
und Licht leicht zerstért werden. So sehen wir, daB diejenigen Extrakte, 
die in der Kalte, in CO,-Atmosphiire und unter Lichtschutz dargestellt 
wurden, ihre volle Wirksamkeit bewahren (s. Tabelle I und IL), wahrend 
diejenigen Extrakte, die mit der iiblichen Warmeextraktion zubereitet 
wurden ohne Beachtung besonderer Kautelen, véllig wirkungslos 
sind (s. Tabelle IIL). Auch auBerlich betrachtet, zeigt sich zwischen 
beiden ein wesentlicher Unterschied. Die nach der ersten Methode 
dargestellten wirksamen Extrakte haben eine leicht gelbe Farbe. 
wihrend die nach der zweiten fehlerhaften Methode zubereiteten 
Extrakte eine dunkelgelbe, nach lingerem Erhitzen meist dunkel- 
braune Farbe zeigen, die schon auf Zersetzungsprozessen beruhen 
diirfte. Weitere charakteristische Unterschiede finden sich betreffs 
der Reaktion. Die nach der ersten Methode zubereiteten Extrakte 
sind schwach sauer, sie ben6tigen zu ihrer Neutralisation durchschnittlich 
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zwei bis drei Tropfen n/10 NaOH auf 20cem Extrakt, die letzteren 
sind viel saurer, ihre Neutralisation beansprucht die doppelte bis drei- 
fache Menge von Lauge. Auch darin diirfte die leichte Zersetzlichkeit 
der wirksamen Substanzen zum Ausdruck kommen, vor allem scheinen 
sie unseren Beobachtungen nach gegen Hitze sehr empfindlich zu sein. 
Auch die Weiterverarbeitung zu Emulsionen stéS8t bei den letzteren 
auf Schwierigkeiten. Wiahrend die Extrakte der ersten Methode sich 
leicht emulgieren lassen, gut filtrierbare, wochenlang haltbare feine 
Emulsionen liefern, gelingt es bei den Extrakten der zweiten, fehler- 
haften Methode auBerst schwer, Emulsionen darzustellen; sie flocken 
sehr leicht aus, sind schlechter filtrierbar, zweifelsohne also mehr nach 
der Seite der Suspensionen hinneigend. Diese Faktoren scheinen uns 
bisher zu wenig beriicksichtigt und wir legen deshalb besonderen Wert 
darauf. Wir glauben, dafS die verschiedenen Ergebnisse einzelner 
Autoren, die auf diesem Gebiete gearbeitet haben, auf die Nicht- 
beachtung dieser schadlichen Momente in der Darstellung der Extrakte 
zuriickzufiihren sind. Man kann so trotz Extraktion mit denselben 
Lésungsmitteln die differentesten Wirkungen bekommen, wenn man 
nicht die erwihnten physikalischen und _physikalisch-chemischen 
VorsichtsmaBregeln beachtet. Vor allem wichtig erscheint uns das 
Vermeiden jeder Erwirmung bei der Extraktion und der AusschluB 
von Sauerstoff. Und dann, darauf méchten wir mit besonderer Be- 
tonung hinweisen, ist die physikalisch-chemische Beschaffenheit der 
fertigen Emulsionen von gréBtem Belang. Das haben uns ja in neuester 
Zeit die schénen Untersuchungen von J. T'raube!) besonders klar 
gezeigt. Danach spielt der Dispersitatsgrad von in Wasser schwer 
léslichen Stoffen fiir deren Wirksamkeit die gréBte Rolle. Wir konnten 
uns davon bei unseren Versuchen immer iiberzeugen. Je feiner, je 
stabiler, d. h. je kolloidaler und disperser die Emulsion ist, desto besser 
ihre Wirksamkeit. Je mehr suspensionsartig die Extrakte, je gréBer 
also ihre Teilchen sind, um so wirkungsloser verhalten sie sich. Das 
trifft gerade fiir die nach der zweiten Methode gewonnenen Extrakte 
zu, und so erklart sich das negative Ergebnis der Tabelle III. Als 
Priifstein eines wirksamen Extraktes kann man unserer Erfahrung 
nach die Oberflichenaktivitét zu Rate ziehen. Je oberflichenaktiver 
die Extrakte sind, desto besser ist ihre Wirkung. So ergaben die in 
richtiger Weise dargestellten Extrakte, mit denen die Versuche der 
Tabelle I und Il ausgefithrt wurden, eine Oberflichenaktivitit von 
138 Tropfen, neutralisiert 132 Tropfen gegen 90 Tropfen Wasserwert 
(Michaelissche Tropfpipette), waihrend die unwirksamen Extrakte der 
Tabelle III nur eine Erhéhung um einige Tropfen zeigten. 


1) J. Traube und P. Klein, diese Zeitschr. 120, 1921. 
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Wir sehen also, dap die Alkohol-Petrolatherextrakte der Thrombo- 
kinase, in geeigneter Weise dargestellt, in bestimmten Mengen eine Wirkung 
entfalten, die der der unverdnderten Kinase gleichkommt, wahrend der 
extrahierte Riickstand der Kinase vollig wirkungslos ist. Man entzieht 
also der Leberthrombokinase durch Alkohol-Atherextraktion die wirk- 
samen Stoffe. Die Kinase kann in ihrer Wirkung durch diese Substanzen 
ersetzt werden. Aus den Versuchen der Tabellen 1 und II mit Neutra- 
lisation der Extrakte geht hervor, daB der schwach sauren Reaktion 
der Extrakte kein so bestimmender EinfluB beziiglich der Wirkung 
zukommt, wie deren Oberflichenaktivitat. Wir betrachten so als einen 
Hauptfaktor fiir die Wirkungsweise der Thrombokinase die in ihr 
enthaltenen oberflichenaktiven Substanzen. Uber die chemische 
Natur dieser Substanzen kann Niheres zurzeit nicht gesagt werden. 
Die Art der Darstellung, die Empfindlichkeit dieser Substanzen gegen 
physikalische Einfliisse spricht fiir ihre lipoide Natur. Es erklart sich 
aus dem oben Gesagten auch die leichte Schadigung der Kinase durch 
Erhitzen, nach unserer Erfahrung geniigt dazu einstiindiges Erhitzen 
bei 56°, ohne da man deshalb einen Fermentcharakter der Kinase 
postulieren miiBte. Wissen wir doch, daB schon einfaches Inaktivieren 
des Serums geniigt, in demselben physikalische Zustandsinderungen 
der Kolloide hervorzurufen!). Und wie wichtig gerade solche Ver- 
anderungen fiir die Wirksamkeit der Extrakte sind, glauben wir be- 
wiesen zu haben. Auch die Angabe von Morawitz, dab die Wirksamkeit 
der Kinaselésungen um so mehr abnimmt, je klarer man die Lésungen 
filtriert, spricht fiir die Wasserunléslichkeit der wirksamen Substanzen 
und fiir die Bedeutung kolloidaler Eigenschaften. 

Den Einflu8 oberftichenaktiver Substanzen auf das Fibrinogen 
kann man experimentell leicht zeigen, wie aus Tabelle 1V zu ersehen 
ist. Wir benutzten als stark oberflichenaktive Substanz das Urethan 
wegen seiner guten Léslichkeit. Die Tabelle 1V zeigt den Einflul 
desselben auf die Flockung des Fibrinogens. Die verwandte Urethan- 
lésung ergab mit der oben erwihnten Tropfpipette (Wasserwert ‘M)) 
gemessen, eine Tropfenzahl von 148. Sie ist also stark oberflichenaktiv. 


Tabelle IV. ¥ibrinogen-Urethanflockungsversuche. 





De Oe ae Se ee RE ee Ee A a eT eT Ga oe 

WIC COO og ees. ids see | 28 2/4 -\- 

SE 98 Lge ee rE | ae - | 16 08 16 
Dialysiertes Fibrinoge in n/l0 

Natriumacetat........../j1 | 1 1 l 1 1 

SR MAMI Se sk geass a Oe be LO. Ve Le Ls bel 

pu = | 4,4| 4,1! 38) 3,5| 44! 41] 3.8] 35 

Flockung = + - — ++/++| + | +4 


1) Kiyotaki, diese Zeitschr. 128, 354. 
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Vergleicht man in Tabelle [V die linke und rechte Seite miteinander, 
so ist der begiinstigende EinfluB8 des oberflichenaktiven Urethans 
auf die Flockung des Fibrinogens sehr ausgesprochen. Bei den gleichen 
H’-Konzentrationen wird die Flockung durch Urethan nicht nur wesent- 
lich verstarkt, sondern der Flockungsbereich wird auch erheblich ver- 
breitert. Hs ist so gut verstindlich, dap oberfldichenaktive Stoffe, wie sic 
sich in der Thrombokinase finden, die Blutgerinnung beschleunigen miissen. 

Es ist eine bekannte Tatsache, da Thrombokinaselésungen, 
wenn auch steril und unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt, nach 
kurzer Zeit ihre Wirksamkeit verlieren. Solche alteren unwirksamen 
Kinaselésungen zeigen nun unseren Erfahrungen nach eine stark saure 
Reaktion, wohl von autolytischen Prozessen herriihrend. Da nun nach 
unseren friiheren Untersuchungen die Ausfiallungsbedingungen des 
Fibrinogens wesentlich durch Anderungen der H’-Ilonenkonzentration 
beeinfluBt werden, so haben wir uns weiterhin bemiiht, die Rolle fest- 
zulegen, die Anderungen der aktuellen Reaktion der Thrombokinase 
auf den GerinnungsprozeB hervorrufen. Die Bestimmungen wurden 
zunachst nach der Indikatorenmethode ausgefiihrt. Da die Kinase- 
losungen sehr stark eiweibhaltig sind, ein Umstand, der die Zuver- 
lissigkeit der erwiaihnten Methode wesentlich einschrinkt, wurden 
dieselben mit der doppelten Menge absoluten neutralen Alkohols ver- 
setzt, der Niederschlag abfiltriert und im Vakuum iiber H,SO, ein- 
geengt. Man erhielt so keine véllig eiweiBfreien, wohl aber doch eiweib- 
arme Kinaselésungen. Eingreifendere Methoden, speziell auch die 
Hitzekoagulation, erschienen uns im Hinblick auf leicht dadurch ein- 
tretende Verinderungen der H’-Ionenkonzentration nicht ratsam. Zur 
Kontrolle wurden von einzelnen Thrombokinagelésungen die H’-Ionen- 
konzentrationen direkt auf elektrometrischem Wege bestimmt!). Die 
Thrombokinase wurde immer nach den Vorschriften von Morawitz 
hergestellt. Dann unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt und nun 
fortlaufend die H’-lonenkonzentration bestimmt und zugleich die 
Gerinnungsbeschleunigung auf Oxalatplasma gepriift. 





Indikatorenmethode Elektrometrisch 


Thrombokinase, ganz frisch, direkt 
nach dem Schiitteln peer 
Thrombokinase nach 12 Stunden. [{H’] 
Thrombokinase nach 2 Tagen [H"] = 10—69 n. 
Thrombokinase nach 5 Tagen [H*] = 10—65 n. 
Thrombokinase nach 10 Tagen . {[H"] = 4,5.10—5 


= 10-71 n.H’ [H'] = 3,1.10-7 
= 10—68 n. H’ 
H 
H 


(H"] — 2.7. 10-0 


1) Diese elektrometrischen Bestimmungen mittels der Gasketten- 
methode wurden im hiesigen physikalisch-chemischen Institut durch- 
gefiihrt. Wir sind Herrn Prof. Meyer fiir das Entgegenkommen zu _ be- 
sonderem Dank verpflichtet. 
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Man sieht mit zunehmendem Alter der Kinase eine allmiahlich 
wachsende Saiuerung derselben eintreten. Wir geben nun im folgenden 
einige Gerinnungsversuche mit verschieden alter Kinase wieder. 





Tabeile V. 
pum Gerinnungs- 
oe te wm Zusatz Sproz. CaCl, | zeit 
|} ecm Tropfen Minuten 


Thrombokinase, ganz frisch: 


l 1 5 Tropfen 2 44 
2 1 10 . ENDS Sy manera an a ge eee 2 4,4 
3 1 20 2 Se ka te Ow a re 2 4,0 


Thrombokinase, zwei Tage alt: 


4 1 5 Tropfen 2 4.8 
5 1 10 2 4,3 
6 1 20 3 Te Pore eae ae ae 2 4,8 
Thrombokinase, fiinf Tage alt: 
7 1 5 Tropfen Hae NAL tl 2 5,4 
8 1 10 . bear Ac ah Oe woe reen ee 2 5, 
9 1 20 PA Be Rs a alate: bite. ahhh 2 5,2 
Wasser: 
10 1 5 Tropfen ee eee fee 2 8,0 
11 1 10 a ASR Ae Pete ee ta ee 2 6,5 
12 1 20 e UD err aL ote ate Ue te) ie’ 2 7.6 
1 proz. Tierkohle I 
13 1 5 Tropfen TALS Ay Reg: nee 2 7,0 
1 10 ie 2 7,5 
15 1 20 zs 2 7,1 


Wir sehen aus Tabellen V und VI, dafi mit zwnehmender H’-Ionen- 
konzentration der alternden Thrombokinase auch ihre Wirksamkeit 
zuriickgeht. Die optimale H’-Ionenkonzentration liegt bei etwa 10—°* 
bis 10-7, also bei annahernd neutraler bzw. ganz schwach saurer Reaktion. 

Im folgenden Versuche wurden nun zu der frischen Kinase mit 
einer [H™] = 3,1.10—-7 n/10 NaOH = zugefiigt ,und zwar auf 120 ccm 
Lésung leem n/10 NaOH. Es verschob sich dadurch die H’-lonen- 
konzentration erheblich, sie betrug elektrometrisch gemessen [H'| 
== 4,5.10-%. 

Die Tabelle VIL orientiert iiber die diesbeziiglichen Versuche. 

Auch hier zeigt sich wieder die deutliche Abhaingigkeit der Thrombo- 
kinasewirkung von ihrer H’-[onenkonzentration. Das Optimum liegt 
ebenfalls bei annihernd neutraler bzw. schwach saurer Reaktion, 
stiirkere Verschiebung nach der alkalischen oder sauren Seite heben 
die Wirkung auf. So erklirt sich die rasche Wirkungsabnahme der 
Thrombokinaselésungen. Trigt man schematisch die Werte der obigen 
Tabelle VII unter Beriicksichtigung der H'-Ionenkonzentrationen 
der Thrombokinasen in ein Koordinatensystem ein, so tritt der EinfluB 
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Tabelle VI. 








‘" mmew 5 proz.CaCl Gerinnungs: 
Nr.! Onxalat Zusatz ls nls cacti zeit 
com Tropfen Minuten 

Thrombokinase, ganz frisch 

] ] 2 Tropfen 2 3,8 

2 ] 5 2 3.8 

3 1 10 2 4.0 

4 l 20 a Megs ak hat by Ne Paroanag 2 4.5 
Thrombokinase, zw6lf Stunden alt: 

5 l 2 Tropfen 2 35 

6 l 5 s 2 3.5 

7 l 10 2 3.5 

8 l 20 RA et ten: oo lA tah 2 37 
Thrombokinase, fiinf Tage alt: 

9 ] 2 Tropfen ; ae 2 10,0 

10 l 5 ‘ 2 10,7 

11 l 10 “ Se Peay hie races sa ia 2 11,0 

12 1 20 . pe a SR Ge Ge ieee ee dae 2 25.0 

1 proz. Tierkohle: 

13 l 2 Tropfen 2 11.0 

14 l 5 = 2 10.0 

ee PO re Senn ene 2 80 

16 : ma iS Pe Pe So ate ae aig 2 6.8 

Tabelle VII. 
| iooan Sproz.CaCl,  Gerinnungs: 
ccm Tropfen Minuten 

Thrombokinase, frische: 

1 1 5 Tropfen 2 3,0 

2 1 10 ‘ 2 2.5 

3 1 15 ‘ Poth? « Segede? Sage ets eae 2 2.0 
Thrombokinase, frische + n/10 NaOH: ; 

4 1 5 Tropfen PE ar as As Teli & 2 7,25 : 

“a ge Ge eee 2 4,75 i 

6 l 15 a 2 4,75 i 
Thrombokinase, zwei Tage alt: ; 

7 1 5 Tropfen 2 3,0 £ 

8 1 10 . 2 3,0 ; 

i) l 15 i ; “ee : p 2 3,0 
Thrombokinase, zehn Tage alt: 

10 1 5 Tropfen 2 15 

11 1 10 4 Fh: wail ve one TOR ae a 2 12.0 

12 1 15 . Ay are ee ea ee 2 17,0 





1 proz. Tierkohle: 


13 l 5 Tropfen 2 4,5 
14 1 10 2 45 
To ae Mee 2 45 
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der H’-lonenkonzentration der Kinase auf die Gerinnungshbeschleunigung 


besonders anschaulich hervor. Es sind in der Tabelle nur die Zahlen- 
werte aus den Versuchen mit fiinf Tropfen Kinasezusatz der Einfachheit 
halber beriicksichtigt. 

Tabelle VIII. 


Die punktierte Linie-entspricht der normalen Gerinnungszeit. 


w ND 


sZelt in Minuten 
HO 


“4 


“‘ 





Gerinnu 





psa 10" 

Man ersieht aus der Tabelle VIII sehr deutlich die optimale 
Wirkungszone zwischen 10—° und 10-7. Diesseits und jenseits dieser 
Grenze kommt es zu einem raschen Abfall der Gerinnungsbeschleunigung 
der Thrombokinase. Wir glauben so die Bedeutung der aktuellen 
Reaktion der Thrombokinase in ihrer Beziehung zur Beschleunigung 
des Gerinnungsprozesses geniigend dargelegt zu haben. Diese kolloid- 
chemischen Faktoren scheinen uns bei allen Versuchen iiber die 
Wirkungsweise gerinnungsbeschleunigender, zymoplastischer Sub- 
stanzen in erster Linie zu beriicksichtigen zu sein. Es ist verstandlich, 
daB im Bereiche jener optimalen, zu schwach saurer Reaktion neigenden 
Zone die Bedingungen zur Entladung des Fibrinogens besonders giinstig 
sind und damit das Auftreten der Ausfillung im isolektrischen Punkte. 

Uberblicken wir das Ergebnis dieser Untersuchungen, so méchten 
wir es zusammenfassend dahin formulieren: Die Wirkung der Thrombo- 
kinase beruht in erster Linie auf den in thr enthaltenen ober{lichenaktiven 
Substanzen, in zweiter Linie ist sie an eine bestimmte optimale H’-Ionen- 
konzentration gebunden. Wir sehen so das Wesen der Thrombokinase 
in diesen rein physikalisch-chemischen Faktoren begriindet. Eine Ferment- 
natur derselben glauben wir ablehnen zu miissen. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


VII. Mitteilung. 
Uber die Rolle des Kalks bei der Blutgerinnung. 


Von 
Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
(Eingegangen am 22. August 1922.) 
Mit 7 Tabellen im Text. 


Nachdem vor allem durch die Untersuchungen von Hammarsten 
die gerinnungsbeschleunigende Wirkung der Kalksalze nachgewiesen 
worden war, wurde in den bekannten Studien von Arthus und Pages 
am Oxalatblut der Beweis fiir die Notwendigkeit der Kalksalze fiir die 
Blutgerinnung erblickt. Diese fiir den Kalk postulierte Unentbehrlich- 
keit fiir den GerinnungsprozeB gilt in der heutigen Blutgerinnungs- 
lehre sozusagen als Dogma. Die Arbeiten, die sich mit dem niheren 
Mechanismus der Kalkwirkung beschiaftigen, sind so zahlreich, dab 
wir es uns an dieser Stelle versagen miissen, niher darauf einzugehen. 
Man kann vor allem auf Grund der Untersuchungen ven Hammarsten, 
Pekelharing und Morawitz den heutigen Standpunkt wohl dahin formu- 
lieren, daB der Kalk, ebenso wie die Kinase, dazu nétig ist, um das 
Prothrombin in das wirksame Thrombin iiberzufiihren. Wir sehen 
also, dafS’ dem Kalk im Fermentgeschehen des Gerinnungsprozesses 
eine ausschlaggebende Rolle zugesprochen wird. Da wir nun auf Grund 
unserer vorhergehenden Arbeiten, wie wir glauben mit guten Griinden, 
uns gegen die Fermentnatur des Gerinnungsprozesses ausgesprochen 
haben, so schien es uns erforderlich, die im Rahmen der herrschenden 
Fermenttheorie festgelegte Rolle des Kalks einer kritisch experi- 
mentellen Priifung zu unterziehen. Versuche, die Bedeutung des Kalks 
fiir das Gerinnungsgeschehen zu verneinen, sind seit Alexander Schmidt 
ab und zu hervorgetreten, sie konnten sich jedoch keine Beachtung 
erringen, und sie sind fiir unsere eigene Auffassung, die zu begriinden 
die Aufgabe dieser Arbeit sein, soll, nicht richtungsgebend gewesen. 
Sie kénnen deshalb fiiglich itibergangen werden. 
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Die folgende Uberlegung lie in uns zuniichst Zweifel an der her- 
ko6mmlichen Ansicht tiber die Rolle des Kalks beim GerinnungsprozeB 
aufkommen. Seit den Arbeiten von Arthus und Pagés ist ja die Vor- 
stellung die, daB das Oxalatblut deshalb nicht mehr gerinnt, weil durch 
Zufiigen des Oxalats zum Blut der Kalk als unlésliches Calcium- 
oxalat zur Ausfaillung kommt. Setzt man nun wieder Kalk hinzu, so 
tritt die Gerinnung ein. Also, so sagte man sich, ist der Kalk fiir die 
Gerinnung unentbehrlich. Diese Auffassung basiert nun vollkommen 
auf der Ansicht, daB das zugefiigte Oxalat in dem Blute keine weiteren 
wesentlichen Veriinderungen hervorrufe als die Ausfillung des Kalks. 
Sobald man aber nun, und das war unsere erste Uberlegung, diese 
Verhiltnisse beziiglich des Kalks und des zugesetzten Oxalats quanti- 
tativ betrachtet, so sieht man, daB die herrschende Anschauung 
auf sehr schwachen FiiBen steht. Will man das Blut auf lingere Zeit 
durch Oxalat ungerinnbar machen, so mu eine Menge von | bis 2°/o9 
Oxalat hinzugefiigt werden. Betrachtet man nun die Menge Gesamt- 
kalk, die im Blute vorkommt, so sieht man in den einzelnen diesbeziig- 
lichen Arbeiten, je nach der angewandten Methode, Differenzen, die, 
auf die Mittelwerte bezogen, bei den verschiedenen Siaugetieren nach 
der von Jansen') durchgefiihrten Umrechnung auf das Gesamtblut 
zwischen 5,3 und 8,5 mg % CaO liegen. Die héchsten Werte zeigen 
das Pferde- und Kaninchenblut mit 8,5 bzw. 8,4 mg % CaO. 

Jansen fand fiir den erwachsenen Menschen nach einer von ihm 
selbst ausgearbeiteten, sehr genauen Methode etwas héhere Werte, 
nimlich 11,5 bis 12,0 mg % CaO. Legen wir nun diesen Maximalwert 
von 12,0mg % CaO des menschlichen Blutes — im Tierblut liegen, wie 
soehen angefiihrt, die Werte tiefer — als allgemeinen Durchschnittswert 
zugrunde und berechnen, wieviel Oxalsiure, auf Natriumoxalat be- 
rechnet, nétig wire, um simtlichen Kalk als Calciumoxalat auszufallen, 
so finden wir, daB diejenige Menge Oxalat, die nétig ist, das Blut un- 
gerinnbar zu machen (1 bis 2%p 9), den auf Kalk berechneten Wert 
um das Fiinf- bis Zehnfache iiberschreitet. 

Diese Tatsache hat uns in dem Gedanken bestirkt, daB die Aus- 
fallung des Kalks beim Oxalatblut nicht das Ursachliche der Ungerinn- 
barkeit sein kann, es wire sonst schwer verstiindlich, warum der viel- 
fache Uberschuf der fiir den Kalk benétigten Menge an Oxalat zugesetzt 
werden muB?). Dadurch wurden wir auf Grund physikalisch-chemischer 

1) W. H. Jansen, Deutsches Arch. f. klin. Med. 125, 1918. 

2) Nach Abschlu8 unserer Arbeit fanden wir bei der Literaturdurch- 
sicht eine ahnliche Uberlegung in einer Arbeit von H. W. C. Vines, Journ. 
of path. a. bact.; zitiert nach Referat in den Ber. tber die ges. Physiol. 
9, 1921. Der Autor kommt jedoch in seinen weiteren Darlegungen zu 


ganz anderen Schliissen wie wir. Leider war uns das Original nicht zu- 
ganglich. 
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Vorstellungen zu der Frage gefiihrt, ob der Kalk durch andere zwei- 
wertige Kationen ersetzbar ist. In der Literatur finden sich hieriiber 
verschiedene Angaben, so bei Leo Loeb"). 

Wir geben nun im folgenden Beispiele aus unseren eigenen Ver- 
suchsreihen wieder. Wir gebrauchten zuniichst eine 5proz. CaCl,- 
Lésung und entsprechend iquivalente Lésungen von SrCl, (6,08 %), 
BaCl, (5,58%), MgCl, (4,68%). Als Plasma diente Kaninchenplasma 
mit einem Oxalatgehalt von 2°/o9 


Tabelle I. 





Gerinnungszeiten 
Plasma 2 prom. 


, : Salzmenge sO ae : 
Na-Oxalat = beat, BaCl, MgCl, | Kontrolle 
J 10 we 0 5,58, 4,03, H,O 
com Tropfen Minuten Stunden 
] 2 22 12 - 
l 5 48 12 


Wir sehen aus Tabelle I, da ein véllig kalkfreies Plasma auf 
Strontiumzusatz gerinnt. Da® das Plasma kalkfrei war, mu bei einem 
Zusatz von 2°/ 5, Oxalat angenommen werden, da es sich, auf Kalk 
berechnet, um einen mindestens zehnfachen Uberschu8 handelt. Eine 
Umsetzung zwischen Calciumoxalat und zugesetztem Strontiumchlorid 
ist bei der weit schwereren Léslichkeit der Calciumsalze der Oxalsiure, 
gegeniiber deren Strontiumsalzen, chemisch undenkbar. 

In weiteren Versuchen wurde nun berechnet, wieviel der Erd- 
alkalisalze zum Plasma hinzugesetzt werden miiBte, um den Uberschub 
des Oxalats nach Bindung des Kalkes eben festzulegen. Wir haben 
dabei den Kalkgehalt des Kaninchenblutes méglichst hoch gegriffen, 
um sicher zu sein, allen Kalk als Oxalat ausgefaillt zu haben. Wir 
nahmen dafiir den fiir den Menschen berechneten Héchstwert von 
13 mg %, CaO an. 

Fiir das Kaninchen diirfte der Wert wesentlich tiefer liegen. Nimmt 
man 13 mg % CaO an, so berechnet man bei einem Plasmaoxalat- 
gehalt von 2°/5) zur vollstindigen Umsetzung des nach Ausfillung des 
Gesamtkalkes noch iibrigen Oxalats auf 


lecem Plasma = 0,5 cem CaCl, (0,542 % Lésung) 


Pe . = 0,5 ,, SrCl, (0,66 % Lésung) 
es ne = 0,5 ,, BaCl, (0,61 % Lésung) 
on i = 0,5 ,, MgCl, (0,51 % Lésung). 


Wir geben in folgender Tabelle ein Versuchsbeispiel. Da, wie 
oben auseinandergesetzt, die fiir das Kaninchenblut angenommene 
Kalkmenge von 13 mg °%, CaO absichtlicherweise zu hoch angenommen 


1) Leo Loeb, Biochem. Zentralbl. 6. 1907. 
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wurde, haben wir noch Versuche mit gréBeren Zusatzmengen der Erd- 
alkalilésungen ausgefiihrt, von denen 0,75 cem ungefihr der Oxalat- 
menge entsprechen dirften, die bei einem 2prom. Kaninchenoxalat- 
plasma nach Ausfallung des Gesamtkalkes noch iibrig ist. Wir nehmen 
den in der Literatur angegebenen abgerundeten Héchstwert von 
9 mg %, CaO fiir das Kaninchenblut an. 


Tabelle IT. 





Gerinnungszeiten 
Plasma 2 prom. 


: : Salzmenge or , 
a A a BaCl = MgCl _Kontrolle 
— < 0 0,61 %\p 0.51%, H,O 
com com Minuten Minuten i 
! 0.5 20 70 - 
I 0.75 7.5 66 . - 
l | 0,75 95 44 — - - 


Wir ersehen auch aus dieser Tabelle wieder, daf das Strontium 
kalkfreies Blut zum Gerinnen bringt, wahrend Barium und Magnesium 
wirkungslos sind. Man kann die Reihe Ca > Sr > Ba = Mg beziiglich 
der Gerinnungsauslésung der zweiwertigen Kationen am Oxalatblut 
aufstellen. Da fiir das Citratplasma dieselben Verhaltnisse gelten, 
zeigt die Tabelle ITT. 

Tabelle III. 





Gerinnungszeiten 
Plasma 4 prom. . . 
to. Salzmenge OC We 
soataeniet or #Ch BaCh MgCl, _ Kontrolle 
>"b 6.08 %p 5,58, 4,63 |) H,O 
com Tropten Minuten Minuten : ‘ 
| 2 12,5 12 - - — 
i 5 55 78 - 7 - 


Man kénnte in Anbetracht der besseren Wirkung des Kalks an 
seine besondere biologische Wertigkeit gegeniiber den iibrigen Erd- 
alkalien denken. Diese Uberlegung erscheint uns jedoch sehr zweifelhaft. 
Beobachtet man beim Finfiillen der Erdalkalilésungen in das Oxalat- 
plasma die dadurch entstehenden Triibungen, so tritt beim Kalkzusatz 
sofort eine massige Triibung von Calciumoxalat auf, dieselbe ist beim 
Strontium schwicher, noch schwicher beim Barium, und beim Magne- 
siumsalz tritt itiberhaupt keine wesentliche Fallung auf. Es beruht 
dies natiirlich auf der verschiedenen Léslichkeit der entstehenden 
Oxalate, von denen das Calciumoxalat praktisch unldéslich ist, das 
Strontiumoxalat wesentlich besser léslich, ebenso das Bariumoxalat 
und vor allem das Magnesiumoxalat. Wir sind geneigt, die Unter- 
schiede in der Auslésung der Gerinnung durch die Erdalkalien, die 
sich in der oben angegebenen Reihe ausdriicken, auf diese Verschieden- 
heit der Léslichkeit der entstehenden Oxalate zuriickzufiihren. Die 
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Fahigkeit, die Gerinnung auszulésen, ist umgekehrt proportional der 
Léslichkeit des entstehenden Erdalkalioxalats. Je léslicher diese Oxalate 
sind, um so mehr miissen wir auch mit ihrer Ionisation rechnen. Wir 
werden nach den folgenden Ausfiihrungen die Richtigkeit dieser An- 
schauung noch zu beweisen versuchen. Jedenfalls diirfte durch unsere 
Untersuchungen, auf die diesbeziiglich unsicheren Angaben in der 
Literatur hinweisend, bewiesen sein, daB kalkfreies Blut durch Strontium 
zur Gerinnung gebracht werden kann. Es zeigte sich, daB die Wirkung 
des Kalks beim Oxalatblut allerdings am ausgesprochensten ist, daB 
aber die Ursache dafiir, unserer Anschauung entsprechend, in der 
raschen und quantitativen Ausfaillung des Oxalats als unlésliches 
Calciumoxalat beruht, im Gegensatz zu den leichter bzw. gut léslichen 
Oxalaten der iibrigen Erdalkalien. Wir sehen also die bevorzugte Stellung 
des Kalks in dieser Hinsicht in rein chemischen Tatsachen begriindet, 
und es erscheint uns wahrscheinlich, daB Strontium-, Barium- und 
Magnesiumsalze genau so rasch wirksam waren, wenn sie ebenso quanti- 
tativ unlésliche Verbindungen mit der Oxalsiure eingehen wiirden 
wie der Kalk. 

War so der Nachweis erbracht, daf Kalk fiir die Blutgerinnung 
nicht erforderlich ist, daB kalkfreies Plasma auf Strontiumzusatz zum 
Gerinnen gebracht werden kann, so mufte nach anderen Ursachen 
der Nichtgerinnung des Oxalatblutes gesucht werden, und da schienen 
uns kolloidchemische Anschauungen, wie wir sie auf Grund der Arbeiten 
Wo. Paulis') und seiner Schiller kennen gelernt haben, einen gang- 
baren Weg zu zeigen. Er konnte nachweisen, da gerade die Oxal- 
und Citronensiure stark ionisierte Siureproteine bilden im Gegensatz 
zur Schwefelsiure, Trichloressigsiure u. a. Es hingt dementsprechend 
die Bildung solcher ionisierter Saureproteine nicht von der Stirke 
der Saiure ab, sondern diirfte nach Wo. Pauli wahrscheinlich in kon- 
stitutiven Verschiedenheiten der Siureproteine zu suchen sein. Die 
Ionisation dieser Proteine zeigt je nach der Menge der zugesetzten 
Saure ein Maximum. Dieses Maximum der Ionisation ist leicht fest- 
stellbar durch ein Maximum der inneren Reibung. Diesseits und jenseits 
dieses Reibungsmaximums nimmt die Ionisation wieder ab. Diese 
Fahigkeit der Oxal- und Citronensiure, stark ionisierte Siureproteine 
zu bilden, erscheint uns nun fiir die Erklarung der Ungerinnbarkeit 
des Oxalat- und Citratblutes deshalb von ganz besonderer Bedeutung, 
weil, wie nach den Untersuchungen Wo. Paulis und seiner Mitarbeiter 
bekannt ist, solche ionisierten Proteinsalze in der Gegend des Maximums 
ihrer Ionisation und inneren Reibung weder durch Hitze noch durch 
Alkohol koagulierbar sind. Solche ionisierten Oxalsiure- wnd Citronen- 


') Wo. Pauli, Kolloidchemie der Eiwei8kérper 1920. 
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siureproteine sind somit ungerinnbar. Durch einen UberschuB der 
Saure bzw. durch Zusatz von Neutralsalzen der Alkalien, besonders 
aber der Erdalkalien, kénnen sie in ihrer lonisation zuriickgedringt 
werden, und damit tritt auch die Gerinnbarkeit wieder auf. Wir glauben, 
diese kolloidchemischen Anschauungen driingen direkt zu ihrer Uber- 
tragung auf das Gebiet der Blutgerinnung. Wir priiften nun zuniichst 
den EinfluB der Oxalsiure und Citronensiure auf das Fibrinogen. 
Wir dialysierten dazu vorschriftsmaiBig das Fibrinogen gegen eine 
0,003 proz. NaQH-Lésung. Man erhalt dann ein praktisch neutral- 
salzfreies Alkalifribinogen. Von einer Dialvse gegen destilliertes Wasser 
haben wir deshalb Abstand Tabelle IV. 

genommen, da bekannter- ies em ap cg aah ee 
weise das Fibrinogen in 1 : + Aikoholfailung 
Aqua destillata sich rasch 
so verandert, dal} es nach- 
her, auch in den _ iib- 
lichen Lésungsmitteln, sehr 
schwer bzw. unloslich ist. 
Wir ersehen aus neben- —go90 
stehender graphischer Dar- 
stellung, Tabelle IV, den 
Einflu®B der verschiedenen 
Oxalsiurekonzentrationen auf das Fibrinogen. Die Reibungsversuche 
wurden mit dem Traubeschen Viskostagonometer bei konstanter 
Temperatur (18°C) durchgefiihrt. Die Ordinate gibt die relative 
Reibung, die Abszisse die Oxalsiurekonzentration an. Wir sehen 
zunachst die Reibung des teilweise ionisierten Alkalifibrinogens; 
mit steigendem Zusatz von Oxalsiure nimmt die lonisation in 
einer Reibung ab, bis zwischen 0,00075 und 0,001 n-Oxalsiuregehalt, 
infolge voélliger Neutralisation, Flockung auftritt, bei weiterem Zusatz 
von Oxalsiure tritt nun unter vélliger Lésung die Bildung des Oxal- 
siureproteins ein, das bei 0,005 bis 0,01 n-Oxalsiiture sein Maximum 
der inneren Reibung und damit der Ionisation zeigt, von da an fiallt 
die Kurve wieder ab. Die iiber der Kurve befindlichen +- und —-Zeichen 
geben die positive bzw. negative Alkoholfillung des entsprechenden 
Proteinsalzes an. Genau in derselben Weise verliuft die Kurve der 
Ionisation des Citronensiurefibrinogens, wie aus Tabelle V ersichtlich 
ist. Die Bezeichnung ist dieselbe wie in Tabelle IV, es eriibrigt sich 
deshalb, niher darauf einzugehen. 

Wir sehen aus beiden Kurven die starke lonisation des Oxalsaure- 
bzw. Citronensiurefibrinogens, bei letzterem ist fiir das Maximum eine 
wesentlich gréBere Siuremenge erforderlich als bei ersterem. Im Be- 
reiche der Jonisation ist die Fallbarkeit durch Alkohol aufgehoben. 
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Wir haben nun auch noch die entsprechenden Versuche mit den 
Natriumsalzen der Oxal- und Citronensaure angestellt. Die entsprechen- 
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den Resultate sind aus den graphischen Darstellungen der Tabellen VI 
und VII zu ersehen. Da die Bezeichnungen dieselben sind wie in den 
vorigen Tabellen, so braucht nicht niher darauf eingegangen zu werden. 

Tabelle VI. Wir erwihnen nur noch, da an 























ee eee as i a a Stelle der Alkoholfallung in Ta- 
1030 |—+——|Noagidation aurtp Kodhen + belle VI die Hitzekoagulation ge- 
tas fe ae prift wurde, da das oxalsaure 
Natrium durch Alkohol allein aus- 
ie ee: gefallt wird. Wir ersehen, dafs in 
yen tT | Tabelle VI bei steigendem Zusatz 
$1010} + von Natriumoxalat eine Zunahme 
¥1005|—4 | der Ionisation eintritt. Im Haupt- 
i. | anstieg der Kurve von 0,005. bis 
* | 0,02 n-Natriumoxalat ist die Hitze- 
is | koagulation als Ausdruck dieser 
0,990} } Ionisation aufgehoben. Weiterer 
poe ee c= PEA Se tenes SOS Zusatz, der sich von 0,04 n-Natrium- 
aseol ht | | |). J) oxalat an durch leichte Triibung 
5 roger aogrs a ee ai ae bemerkbar macht, bedingt Salzaus- 
lésung Norma/- axalsaures Natrwen . 
faillung. 
Ahnliches Verhalten sehen wir beim Natriumcitratfibrinogen in 


Tabelle VIL. Auch hier fallt das lonisationsmaximum in einem Reibungs- 
maximum zwischen 0,005 und 0,01 n-Natriumcitrat mit Aufhebung 
der Koagulierbarkeit zusammen. 


staan ore 








den 
hen- 


Je 











Blutgerinnung. VII. 267 


Wir haben so auf Grund dieser Untersuchungen nachgewiesen, 
da® das Fibrinogen mit der Oxal- und Citronensiure bzw. deren Salzen 
eine Salzhildung eingeht, die bei bestimmter Saiure bzw. Neutralsalz- 














konzentration ein Maximum der Tabelle VII. 

inneren Reibung bzw. der loni- — 1045, ay - 
sation zeigt. In diesem Bereich 4 yg\ |} Lamahorfitung's —") *} 
ist die Fibrinogensdure- baw. | | 
Komplexsalzverbindung den iib & | 
lichen Eingriffen gegeniiber nicht aia 

koagulabel. Man kann nach den ©7425 | 
Ansichten von Hardy diese — 1020 


5 ; ‘ A Fibri- 0.005 00? 002 003 004 005 G05 
Komplexsalzbildung sich wohl in ay, 005 


der Weise vorstellen: Na-Fibri- Normal citronensaures Natrium 
nogenoxalsiure bzw. Na-Fibrinogencitronensiure. Diese Verbindungen 
kénnten folgendermaBen dissoziieren : 
oe : ew ' . 
Fibrinogen Na [™ — 5 Fibrinogen’ + Nat. 
Bei sehr starker Verdiinnung wiirde das Komplexsalz unter Bildung 
von unléslichem Fibrinogen dissoziieren : 


COO COU’ 


Fibrinogen Na = Fibrinogen (unléslich) + Na+ 
= > » 


Im Bereiche der oben in den Tabellen angegebenen maximalen Reibung 
ware der gréBte Teil des komplexen Fibrinogens gelést bzw. ionisiert. 
In diesem Bezirke ist praktisch Ungerinnbarkeit vorhanden. Bei 
starkem Zusatz der Neutralsalze wiirde dann durch Zuriickdringung 
der Ionisation der Fibrinogensalzverbindung Fiallung eintreten. 

Wir glauben, so auf Grund unserer Untersuchungen eine bessere 
Erklirung fiir die Ungerinnbarkeit des Oxalat- und Citratblutes gegeben 
zi haben. Vor allem diirfte so der Uberschu8 der entsprechenden 
Salze, der zur Vermeidung der Blutgerinnung, im Vergleich zu dessen 
Kalkgehalt, zugesetzt werden mub, eine einwandfreie und verstindliche 
Beurteilung erfahren, da natiirlich in derselben Weise, wie vom Fibri- 
nogen, die zugefiigten Neutralsalze auch von den iibrigen Bluteiweib- 
kérpern beansprucht werden. Besonders diirfte durch diese Unter- 
suchungen die bisher schwer zu erklirende Nichtgerinnung des Citrat- 
blutes eine eindeutige Aufklarung gefunden haben. Man nahm dafiir 
bisher immer eine Bindung der Ca-Ionen an das Citrat an, obwohl 
diese Vorstellung eigentlich recht unwahrscheinlich war, da bekannter- 
maBen citronensaure Salze mit Kalk nur im UberschuB des Kalkes 
und bei stark alkalischer Reaktion bzw. in der Hitze reagieren. Unsere 
kolloidchemische Deutung erscheint uns so plausibler. 
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Wir sehen so auf Grund unserer Untersuchungen den Kalk nicht 
als notwendigen Faktor fiir die Blutgerinnung an. Er hat unserer An- 
schauung entsprechend nur dte allgemeine Bedeutung der zweiwertigen 
Kationen im Sinne einer Sensibilisierung zur Ausflockung der Eiweifi- 
kérper. Darauf beruht unseres Erachtens seine gerinnungsbeschleunigende 
Wirkung in bestimmter Konzentration, und es erkldrt sich daraus auch 
ohne weiteres seine hemmende Wirkung bei Uberschreiten der optimalen 
Konzentration nach den bekannien kolloidchemischen Gesetzen. Er hat 
keine spezifische Wirkung. 

Die Ungerinnbarkeit des Oxalat- und Citratblutes beruht nicht auf 
der Eliminierung des Kalkes, sondern auf der Bildung eines maximal 
ionisierten und damit nicht mehr gerinnungsfdhigen Fibrinogenkomplex- 
salzes. Das Wiederauftreten der Gerinnung in einem solchen Blute durch 
Verdiinnung bzw. durch weiteren Salzzusatz, speziell der Erdalkalien, 
hat seinen Grund in der dadurch hervorgerufenen Zuriickdréngung der 
Tonisation des Fibrinogenkomplexsalzes. 
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Die Farbstoffanalyse des Harns. IV. 


Die Diazoreaktionen des Harns 
und die Beurteilung der Urochromogenausscheidung. 


Von 
M. Weiss, Wien. 


(Aus der ersten medizinischen Abteilung des Allg. Krankenhauses in Wien.) 
(Eingegangen am 22. August 1922.) 


Der Harn enthilt eine Fille von Substanzen, welche mit der 
Diazobenzolsulfonsiure unter Farbstoffbildung reagieren. Diese Reak- 
tionen sind teils primar und entstehen dann schon beim Zusatz dieser 
Saure, teils sekundir und entstehen erst nach darauffolgender Alkali- 
sierung mit Ammoniak oder fixem Alkali. Die Fahigkeit des Harns, 
gefirbte Azoverbindungen zu liefern, nimmt um so mehr zu, in je 
stirkerer Konzentration das Reagens angeboten wird. 


Einen groBen Teil der im Harn Diazoreaktion gebenden Substanzen 
hat Ehrlich dadurch ausgeschlossen, da8 er Diazobenzolsulfonsiure in sehr 
geringer Konzentration verwendete. Hierdurch bot sich die Méglichkeit, 
die Kérper mit geringerer Affinitat zu diesem Reagens zuriicktreten zu 
lassen. Im allgemeinen zeigen, wie Clemens (1) betont, jene K6per eine héhere 
Kuppelungsfihigkeit, welche einen starker gefarbten Azofarbstoff bilden. 
Hierdurch erklart es sich, da8 in der Fiille der Diazoreaktion gebenden 
Substanzen im Harn das Urochromogen mit seinem stark tingierten Farb- 
stoff die minimale Quantitaét der angebotenen Diazobenzolsulfonsiiure 
(0,002 g) in erster Reihe an sich reiBt, um dann beim Alkalisieren durch 
seine Rotfarbung hervorzutreten. Dies ist aber nur bedingt richtig. Denn 


die genaue Verfolgung der Ehrlichschen Probe zeigt, das auch andere Sub- | 


stanzen, wie Phenol z. B., welche nur einen gelben Azofarbstoff liefern, 
gleichzeitig mit der roten Reaktion des Urochromogens zum Vorschein 
kommen kénnen. In seinen ersten Arbeiten hat Ehrlich die Menge des 
anzuwendenden Reagens nicht genau priizisiert, indem er blo8 vorschrieb, 
zu 50 ccm einer gesittigten Sulfanilsiurelésung (Acid. sulfan. 0,5, Acid. 
hydrochlor. cone. puri 5,0, Aqua dest. ad 100) einige Kérnchen NaNO, 
guzufiigen. Dies fiihrte dazu, daB der eine eine starkere, der andere eine 
schwachere Diazolésung in Hinden hatte, die bei demselben Harn einen 
verschieden starken Ausfall der Probe bewirkt. Auf diese Weise entstanden 
so verschiedene Auffassungen, daB die einen [z. B. Penzoldt (2) und Petri (3)} 
die Reaktion in jedem, die anderen [Fhrlich (4) und die iiberwiegende Zahl 
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der spateren Untersucher]} sie nur im pathologischen Harn fanden. Diese 
Divergenz hat EHhrlich veranlaBbt, die Zusammensetzung seines Reagenz- 
gemisches genau anzugeben (50cem der gesittigten Sulfanilsiurel6sung 

leem 4 proz. NaNO,), eine Zusammensetzung, die bis heute beibehalten 
wurde. Aber eine gewisse Unsicherheit blieb infolgedessen doch zuriick, und 
war man insbesondere in dem Urteil, ob die Ehrlichsche Reaktion durch 
eine oder mehrere Substanzen des Harns bewirkt wiirde, sehr zuriick- 
haltend. Dies war um so mehr der Fall, weil man ja den eigentlichen Diazo- 
kérper gar nicht kannte. Unter den als Ursache dieser Reaktion angesehenen 
Substanzen tauchte denn auch bald der, bald jener Korper auf (Acetessig- 
siure, Pepton, Histidin), dessen Reaktionsfahigkeit man zum Teil erst 
damals bei der Verwendung starker konzentrierter Diazobenzolsulfonsaure 
kennengelernt hatte. 

Nachdem ich einen Korper, das Urochromogen, als Triiger der 
Ehrlichschen Probe sowohl im normalen wie im pathologischen Harn 
erkannt hatte, war es notwendig — insbesondere im Hinblick auf 
die Frage ihrer quantitativen Verwertung — auch die anderen Kéorper. 
welche mit der Diazobenzolsulfonsiure in Reaktion treten, einer ge- 
naueren Untersuchung zu unterziehen, um zu sehen, ob und welcher 
Anteil ihnen an der Rotfarbung mit dem Fhrlichschen Reagens und 
Alkali zukime. Da ergab sich zuniichst die wichtige Tatsache, dab 
auch dem Wasser eine Diazoreaktion zukommt, wenn Ammoniak zum 
Alkalisieren verwendet wird. 


I. Die Wasser- und Standard-Diazoreaktion. 

Stelit man in der vorgeschriebenen Weise die Diazoreaktion nach 
Ehrlich statt mit Harn mit Wasser an, so tritt nach dem Hinzufiigen 
des gew6hnlichen 10proz. Ammoniaks innerhalb der ersten halben 
Minute eine orangerote Firbung auf, welche sich tagelang fast unver- 
iindert erhilt. Hierbei macht es keinen Unterschied, ob man Brunnen- 
oder destilliertes Wasser benutzt. Als ich die 0,3 proz. Tyrosinlésung 
zur quantitativen Auswertung der Diazoreaktion empfahl (5), war mir 
diese Eigenschaft des Wassers bzw. des Ammoniaks noch nicht bekannt. 
Erst als ich mit weniger konzentrierten Tyrosinlésungen auch den 
gleichen Ausfall der Probe erhielt, priifte ich dieses Verhalten nach 
und fand dieses auffallende Ergebnis. Die Verwendung der Diazo- 
reaktion obiger Tyrosinlésung als Standardprobe war dadurch méglich. 
da sich diese Probe in ihrer Intensitit als recht konstant erwies und 
einen gut verwertbaren Farbenton zum Vergleich mit der Diazoreaktion 
des Urochromogens ergab. Infolgedessen war der so gewonnene Diazo- 
wert als Vergleichswert trotz einer unrichtigen Voraussetzung ver- 
wendbar. Dieses Verhalten machte es aber doch wiinschenswert, eine 
so wichtige Fehlerquelle auszuschalten. Denn wenn auch normaler 
Harn selbst diese Wasserreaktion nicht gab, so war es doch denkbar, 
das in Verdiinnungen desselben oder in seinen Fraktionen bei ihrer 
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Farbstoffanalyse des Harns. IV. 


Verdiinnung eine Diazoreaktion hervortrat, welche dem Wasser an- 
gehérte. Wegen dieser Unsicherheit bei der Verwendung des Ammoniaks 
habe ich spdter immer fixes Alkali verwendet, und zwar, wie ich noch 
begriinden werde, in 20 proz. Lésung. 

Die 0,3prom. Tyrosinlésung gibt bei Verwendung von Kali- oder 
Natronlauge kaum eine Farbeninderung bei der Diazoreaktion und 
eine | prom. nur eine aiuBerst schwache Rosafairbung. Deshalb mubte 
ich mich nach einem neuen Kérper umsehen, dessen Diazoreaktion 
mir einen Vergleich mit der des Urochromogens gestattete. Dies war 
nicht leicht. Einen fertigen Farbstoff von gleicher Farbe habe ich 
nicht finden kénnen. Auch war es wiinschenswert, eine Diazoreaktion, 
die jedesmal frisch hergestellt werden konnte, zum Vergleich zu_be- 
nutzen, um der leichten Anderung im Farbton der so empfindlichen 
Diazoreaktion durch die oft unvermeidliche, wenn auch geringe Ver- 
schiebung in der Zusammensetzung des Reagens Rechnung zu tragen. 
Denn solche Anderungen muSten dann nicht nur in der Harndiazo- 
reaktion, sondern auch in der der Vergleichsfliissigkeit zutage treten. 
Durch das Entgegenkommen der Héchster Farbwerke, welchen ich an 
dieser Stelle meinen besonderen Dank aussprechen méchte, wurde ich 
in die Lage versetzt, verschiedene Naphtholderivate auf ihre Ver- 
wendbarkeit fiir den beabsichtigten Zweck zu priifen. Hierbei ergab 
sich, daB 2-Naphthol-7-sulfosaures Na (das ich abgekiirzt als Sulfo- 
naphthol bezeichnen werde) in alkoholischer Lésung | : 5000 eine Diazo- 
reaktion von aufSerordentlicher Ahnlichkeit mit der des Urochromogens 
besaB. Stairkere Verdiinnungen waren schon weniger verwertbar, 
weil bei der ihnen entsprechenden Diazoreaktion namentlich normaler 
Harne der gelbe Farbton der letzteren zu stéren pflegte. 

Die Sulfonaphthollésung ergab sowohl mit NH, wie mit fixem 
Alkali Diazoreaktion. Aus den angefithrten Griinden habe ich aber, 
um Konstanz in den Reagenzien zu erreichen, immer nur die 20proz. 
Natronlauge verwendet. Die Diazobenzolsulfonsiiure, welche ich an- 
wende, ist doppelt so stark als die nach Khrlichs Vorschrift hergestellte. 
Nachdem ich mich iiberzeugt hatte, daf} sowohl diese stdrkere Konzen- 
tration wie die Verwendung des fixen Alkali statt des N H., keine grund- 
legende Anderung der Diazoreaktion Ehrlichs bedeutete, habe ich diese 
Modifikation immer angewendet und stets in gleicher Weise sowohl fiir 
den Harn wie fiir die Suljonaphthollésung. 

Der Vorgang gestaltet sich daher folgendermaSen: in ein Mebglas 
kommen 24 ccm der vorgeschriebenen Sulfanilsiurelésung und dazu mittels 
Pipette leem 0,5proz. NaNO,. Es wird mehrmals umgeschiittelt. Diese 
Lésung enthalt 1: 1250 bzw. 3 ccm 0,0024 g reiner Diazobenzolsulfonsaure 
statt wie bei Ehrlich 0,002 g in 5cem seiner Lésung. In eine der gleich 
tiefen Eprouvetten, die man sich vorratig halt, kommen genau 5 cem der 
Standardlésung, dazu unter Herummischen 3 ccm des Diazoreagens und 
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1 ccm der 20 proz. Lauge, stets mittels Pipette. Die Standarddiazoreaktion, 
welche eine schéne Rotfarbung von nicht zu starker und nicht zu schwacher 
Intensitat besitzt, halt sich ausgezeichnet mindestens eine Woche. Man 
erhalt bei genauem Einhalten der Quantitatsverhiiltnisse stets dieselbe 
Farbe. Die volistindig ungefairbte Standardlésung ist monatelang haltbar. 

In derselben Weise wird auch mit Harn bzw. dessen Verdiinnungen 
oder Fraktionen nach Neutralisierung bis zu schwach saurer Reaktion die 
Diazoprobe angestellt, bis durch kolorimetrischen Vergleich oder (nach 
einiger Ubung) mit freiem Auge sich gleich starke Fiarbung der Diazoreaktion 
der starksten Verdiinnung mit der Standardprobe ergibt. Ich habe die 
Konzentration der Diazobenzolsulfonsiure auf das Doppelte erhéht und 
lieber die Menge des Reagens vermindert, weil die geringe Quantitat des 
Urochromogens in normalen Harnen mit der urspriinglichen Methode nicht 
recht zum Vorschein kam. Ich habe keine zu hohe Konzentration gewiahlt, 
um nicht wieder in den Fehler der ersten Ara zu verfallen und andere 
Substanzen hierdurch nachzuweisen. Die starkere Lauge habe ich gewahlt, 
weil sich auf diese Weise ein Fehler von einer zu starken sauren Reaktion 
der Fliissigkeit mit Sicherheit vermeiden lieB und ich jedesmal maximale 
Farbung mit dem gegebenen Reagens erzielen konnte. 


Mittels dieser der Urochromogenbestimmung zugrunde liegenden 
Methode ging ich auch an die Priifung der bei der Diazoreaktion noch 
in Betracht kommenden Substanzen heran, um hierdurch zu einer 
Vorstellung zu gelangen, wieweit die in der Diazoprobe zum Vorschein 
kommende Rotfarbung dem Urochromogen allein oder daneben noch 
anderen Korpern zuzuschreiben sei. 


II. Die Traubenzuckerreaktion. 


Nach den Untersuchungen von Penzoldt, Petri (6), Penzoldt und Fischer 
(7), Escherich (8), Korach (9) u. a. kann man Traubenzucker noch in 0,1 proz. 
Lésung mittels konzentrierter Diazobenzolsulfonsdure nachweisen. Im Harn 
gelingt dies erst bei einem Gehalt von 0,3 %. Zu diesem Zwecke verwendeten 
die Autoren entweder reine kristallisierte Diazobenzolsulfonsiure oder eine 
Lésung derselben von 1:60. Nach 2 bis 15 Minuten — beim Erhitzen 
friiher — tritt Rotfarbung ein, welche allmahlich in Rotviolett iibergeht. 
Die Zuckerreaktion zeigt ein deutlich abgrenzbares zwischen D und F ge- 
legenes Band, welches die Diazoreaktion Ehrlichs nicht besitzt. Zum Alkali- 
sieren darf nur fixes Alkali verwendet werden. Diese Probe wird von Korach 
zum Zuckernachweis im Harn warm empfohlen. Er stimmt Penzoldt voll- 
kommen bei, der in dieser Zuckerreaktion eine Probe gefunden zu haben 
glaubt, welche empfindlicher als die gewohnlichen Reduktions- und ebenso 
scharf wie die Giarungsprobe ist. Nach Clemens gibt aber auch normaler 
Harn hierbei haufig gelbrote bis rote Farbe. 


Ich habe diese Probe vor allem im Hinblick auf ihre Teilnahme 
an der Diazoreaktion des Harns untersucht. Wiahrend reine Trauben- 
zuckerlésungen noch in Konzentrationen bis zu 0,2°, — in starkerer 
Konzentration nie vor 2 Minuten, in schwicherer nie vor 10 Minuten 
auftretende — anfangs sehr schwache, spiter stirker werdende Rot- 
farbung mit dem von mir verwendeten Reagens zeigten, habe ich in 
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einfachen Fallen von Diabetes ohne Acetessigs‘iureausscheidung oder 
bei Zusatz von Traubenzucker zu normalem Harn sogar bis zu 10% 
nie eine Reaktion damit erhalten. Vergleichsproben von nativem oder 
konzentriertem Diabetesharn einmal mit fixem Alkali, das andere 
Mal mit NH. (wo die Reaktion nicht eintritt) ergaben auch bei recht 
langem Zuwarten eher eine Abschwichung der Farbung in der mit 
Natronlauge hergestellten Diazoreaktion als umgekehrt. Danach kann 
dem Traubenzucker kein Anteil an der Diazoreaktion Ehrlichs zukommen, 
weil er mit so schwach konzentrierter Diazobenzolsulfonsiure im Harn- 


tiberhaupt nicht reagiert. 


Iff. Die Acetessigsiurereaktion. 

Penzoldt und Fischer haben gezeigt, daB die Traubenzuckerreaktion 
mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsiure eine Aldehydreaktion darstellt. 
Acetaldehyd gibt dieselbe Farbung, Aceton wird dunkelrot. Bei den be- 
stindigeren aromatischen Aldehyden tritt die Reaktion erst auf Zusatz von 
Natriumamalgam auf. Auch beim Zucker wird die Reaktion durch Natrium- 
amalgam sehr beschleunigt und verstirkt. Nach Escherich kann auch 
athyldiacetsaurer Alkohol die gleiche Purpurfarbung geben wie Zucker. 
Nach Korach zeigen acetonhaltige Harne eine ziegel- bis scharlachrote Ver- 
farbung bei der Zuckerreaktion, Aceton selbst oder Harn nach Zusatz von 
Aceton dagegen nicht. Arnold (10) hat das der Sulfanilsiure gleichwertige 
Paramidoacetophenon in starkerer Konzentration als Reagens auf Acet- 
essigsiure verwendet, aber nicht mit Alkali-, sondern HCl-Zusatz. Munson 
und Oertel (11) haben beiVerwendung von 5 proz., statt 5 prom. Na N O,-Lésung 
in ihrem 10fach stirkeren Sulfodiazobenzol ein vorziigliches Reagens auf 
Acetessigsiure gefunden, wihrend Aceton, 8-Oxybutterséure, Krotonsaure 
und der Athylather der Acetessigsiure keine Reaktion gaben. Spiethoff (12) 
erhielt mit einer viermal starker konzentrierten Lésung von Diazobenzol- 
sulfonsiure als der Ehrlichschen Vorschrift entspricht, mit Acetessigsiure 
und ihrem Athylather schéne Rotfarbung. 

Schon Clemens betont, daB Acetessigsiiure ebenso wie andere 
Diazoreaktion gebende Substanzen mit der von LFhrlich angegebenen 
Konzentration keine oder nur schwache Gelbfarbung gibt. Fiir die 
meisten von ihm erwihnten Kérper kann ich dies bestatigen mit Aus- 
nahme der Acetessigsiiure. Harne von Diabeteskranken gaben — 
wenn sie auch auf andere Weise nachgewiesene Acetessigsiure in 
gréBerer Menge enthielten -- ausgesprochene Diazoreaktion nach 
meinem Verfahren sowohl wie in der urspriinglichen Vorschrift nach 
Ehrlich. Diese Tatsache ist fiir die Erkenntnis der Ehrlichschen Probe 
von groBer Bedeutung. Bei quantitativen Auswertungen entfiel vom 
Diazowert oft mehr als das Dreifache des Urochromogenwertes auf 
Acetessigsiiure (s. Tabelle 1). Die Diazoreaktion der Acetessigsiure 
hat zwar einen etwas briunlicheren Ton, der besonders im Schaum 
hervortritt, aber im Harn zu einer Verwechslung mit Urochromogen 
Anla® geben kann. Die Differenzierung gegeniiber Urochromogen ist 
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durch die KMnQ,-Probe méglich. Ausgesprochene Diazoreaktion in 
einem Diabetesharn fordert immer auf, auf Acetessigsiiure zu priifen. 
Zum Glick besitzen wir in der Gerhardtschen eine in ihrer Empfindlich- 
keit die Diazoreaktion tbertreffende Probe auf diesen Koérper. Harne, 
welche infolge reichlicher Anwesenheit von Acetessigsiure eine Diazo- 
reaktion geben, zeigen oft noch nach zehnfacher Verdiinnung die 
typische Violettfarbung mit Eisenchlorid. Aceton dagegen gibt keine 
Reaktion nach Ehrlich, ebensowenig Acetessigester. Im Gegenteil, 
die letztere Substanz hemmt die Diazoreaktion. 

Schon nach der Ammonsulfataussalzung des Harns tritt im Filtrat 
die Diazoprobe der Acetessigsiure vollig zuriick. Obgleich der Kérper 
durch Eisenchlorid noch in geringer Menge nachgewiesen werden kann, 
erhilt man nunmehr keine ausgesprochene Diazoreaktion, wenn 
nicht Urochromogen in gréBerer Menge vorhanden ist. Dies ist natiirlich 
beim Abdampfen solcher Harne ebenso der Fall. Spuren von Acet- 
essigsiure lassen sich durch die Diazoreaktion nicht mehr nachweisen. 
Es ist eine starkere Konzentration an diesem Kérper im Harn hierzu 
erforderlich. Bei der quantitativen Auswertung des Urochromogens 
darf die Acetessigsiure aber nicht auBer acht gelassen werden. Wie 
leicht durch sie oder andere Substitutionsprodukte der Essigsiiure 
Irrtiimer entstehen kénnen, mége ein Beispiel zeigen. Zum quanti- 
tativen Nachweis des Urochromogens wurde das Ammonsulfatfiltrat 
eines normalen Harns nach Zusatz von etwas konzentrierter Essigsiure 
mit dem doppelten Volumen absoluten Alkohols gefallt und hierauf 
auf dem kochenden Wasserbade konzentriert. In der eingedampften 
Fliissigkeit wurde ein etwa doppelt so groBer Diazowert festgestellt, 
als erwartet wurde. Als hierauf dasselbe nur mit Zusatz von einigen 
Tropfen verdiinnter H,SO, statt Essigsiure stattfand, war der Diazo- 
wert wieder normal. Durch das Erhitzen der alkoholischen essigsauren 
Flissigkeit war offenbar ein Athylsubstitutionsprodukt der Essigsiiure 
entstanden, welches selbst eine Diazoreaktion gab. 

Die Diazoreaktion Hhrlichs als eine Acetessigsiurereaktion auf- 
zufassen, wie es Munson und Oertel und mit ihnen /aksch (13) getan 
haben, dazu liegt nicht der geringste AnlaB vor. Dies wurde ja durch 
zahlreiche Arbeiten schon widerlegt. Auch Arnold konnte mittels 
seiner sehr empfindlichen Probe auf Acetessigsiiure den gleichen Nach- 
weis erbringen. Die Diazoreaktion der Acetessigsiure spielt nur im 
Diabetikerharn eine gréBere Rolle. In den geringen Spuren, in welchen 
sie nach Jaksch bei vielen infektidsen Krankheiten vorkommt, diirfte 
sie vollig in dieser Hinsicht zu vernachlassigen sein. Dies um so mehr, 
als wir sie bei der Ammonsulfataussalzung fast voéllig beseitigen und, 
wie wir noch sehen werden, alle Versuche der quantitativen Bestimmung 
des Urochromogens vom Ammonsulfatfiltrat ausgehen miissen. 
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IV. Die Urobilinogen- und Bilirubinreaktion. 
Die Ammonsulfataussalzung als Grundlage der Urochromogenbestimmung. 


Wollen wir der eigentlichen Diazoreaktion des Harns, das ist der 
Urochromogenreaktion, niher kommen, so miissen wir trachten, alle 
Substanzen, welche sonst noch hierbei in Reaktion treten, ohne Verlust 
an Urochromogen zu beseitigen. Vom Urobilinogen und Bilirubin 
ist seit Hhrlichs Untersuchungen bekannt, dal sie Farbreaktionen 
mit dem Diazoreagens geben. Das Urobilinogen gibt die sogenannte 
, Kigelbreaktion’*, d. h. intensive Gelbfarbung der Fliissigkeit und 
des Schaumes beim Zusatz der Diazobenzolsulfonsiure. Eine sekundiire 
Reaktion kommt dagegen dem Urobilinogen nicht zu. Man kann 
diese Verhiltnisse genauer studieren, wenn man einen an Bilirubin 
und Urobilinogen reichen Harn mit Ammonsulfat aussalzt. Der mit 
gesittigtem Ammonsulfatwasser gewaschene Niederschlag enthalt das 
Urobilinogen, welches sich erst allmihlich in Urobilin umwandelt, 
und das Bilirubin. UbergieBt man den Niederschlag mit einer schwachen 
Essigsiiure (etwa 2proz.), so enthalten die ersten Filtrate nur Uro- 
bilin(ogen). Fiigt man zu einer Probe mit starker Aldehydreaktion 
das Diazoreagens, so entsteht die eigelbe Reaktion des Urobilinogens, 
alkalisiert man, so blassen Fliissigkeit und Schaum merklich ab. Die 
Urobilin(ogen)-Lésung gibt mit einigen Tropfen des K Mn0,-Reagens 
sehr schéne Rotfirbung und zeigt dann neben Fluoreszenz das Uro- 
bilinspektrum sehr stark. Alkalisiert man eine solche Urobilin(ogen)- 
Lésung, so schligt die Farbe in Gelb um. Weder die ersten noch spiteren 
Filtrate enthalten Urochromogen zum Beweise, dab dieser Korper 
durch Ammonsulfat nicht ausgesalzen wird. Erst nachdem durch 
mehrmaliges UbergieBen ein Teil des Urobilin(ogen)s in Lésung ge- 
gangen ist, beginnt das essigsaure Wasser neben Urobilin(ogen) auch 
Bilirubin zu lésen. Fiigt man das Ehrlichsche Reagens zu einer solchen 
Lésung, so entsteht mehr oder weniger starke Rotviolettfarbung., 
welche nach dem Alkalisieren einer gewohnlich recht schwachen griin- 
lichen Farbung Platz macht. Diese kann bei schwacheren Bilirubin- 
lésungen auch vollig fehlen, und blaBt die Probe dann ganz ab. Dem 
Bilirubin fehlt also ebenso wie dem Urobilinogen eine rote Sekundir- 
reaktion vollstindig. Sie kénnen sich daher an der roten Diazoreaktion 
des Harns nicht beteiligen, wohl aber kénnen sie die Farbe der Fliissig- 
keit und des Schaumes beeinflussen, das Urobilinogen durch Bei- 
mengung eines schwach gelblichen, das Bilirubin durch Beimengung 
eines griinlichen Farbtones. So entstehen weiBliche bis gelblichrote 
bzw. griinliche bis braunrote Schaumfirbungen in Harnen, welche 
auBer Urochromogen noch gréBere Quantitaiten Urobilinogen oder 
Bilirubin enthalten. 
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Die Beseitigung dieser Farbstoffe ist daher wegen der Interferenz 
ihrer nativen Farbe oder der Farbe ihrer sekundiren Diazoreaktion 
mit der roten Reaktion des Urochromogens notwendig. Dies gelingt 
ohne weiteres durch die Ammonsulfataussalzung. 25 ccm bzw. ein 
Vielfaches des nativen Harns wird mit 20g bzw. einem Vielfachen 
fein pulverisiertem Ammonsulfat in einer Reibschale zusammen- 
gebracht, sorgfiltig verrieben und filtriert. Das Filtrat ist so weit frei 
von Urobilin(ogen), Bilirubin, Hiimatoporphyrin und Uroerythrin, 
daB sich ein stérender EKinflu8 derselben oder ihrer Diazoreaktionen 
nicht mehr geltend macht. Dies gilt auch besonders vom Uroerythrin. 
Dieser Ko6rper reagiert zwar mit dem JZhrlichschen Reagens nicht 
unter Farbstoffbildung, aber er hemmt diese Probe auSerordentlich. 
In den uroerythrinreichen nativen Harnen kann die Diazoreaktion 
vollig negativ, d. h. unter Fehlen jeder deutlichen Rotfirbung, aus- 
fallen. Verdiinnt man aber den Harn zwei- bis dreimal oder salzt ihn 
aus, so erhalt man oft eine starke Reaktion. Die Kenntnis dieser 
Stérung ist besonders fiir die hochkonzentrierten, an Uroerythrin 
reichen Harne mancher Schwerkranker wichtig. Auf die Notwendig- 
keit, manche Harne zur Erzielung einer Diazoreaktion zu verdiinnen, 
habe ich schon im Jahre 1907 (14) hingewiesen. Jetzt kann ich sagen, 
daB bei dieser Stérung unter anderem auch das Uroerythrin eine grobe 
Rolle spielt. 

Neben den genannten Farbstoffen werden durch Ammonsulfat 
auch andere, wahrscheinlich aus der Nahrung stammende Farbstoffe 
ausgesalzen. Die Verfolgung des Urochromogens vereinfacht sich auf 
diese Weise auBerordentlich. So gelingt es, worauf jiingst Klaften (15) 
hingewiesen hat, durch die Ammonsulfataussalzung auch den st6érenden 
Einflu8 des Phenolphthaleins bei der Diazoreaktion zu_beseitigen. 
Diese Substanz kann durch ihre Rotfirbung mit Alkalien zu einer 
Pseudoreaktion AnlaB geben, wird aber durch Ammonsulfat gefiallt. 
Phenolphthalein gibt natiirlich nicht die Permanganatprobe des Uro- 
chromogens. Der Gegensatz zwischen der Diazoreaktion des nativen 
Harns und der des Ammonsulfatfiltrats wird die Aufmerksamkeit auf 
die Anwesenheit derartiger Substanzen lenken. AuBer dem als Medi- 
kament verabreichten Phenolphthalein gibt es sicher auch andere 
wahrscheinlich aus der Nahrung stammende Korper, die ihre Farbe 
durch Alkali in Rot umindern und die, wenn auch selten, doch in 
einem auffallenden Nachdunkeln einer fertigen Diazoreaktion sich 
kundgeben kénnen. Soweit meine Erfahrungen reichen, werden auch 
sie durch Ammonsulfat ausgesalzen. Doch soll eine Diazoreaktion 
tunlichst innerhalb der ersten 2 Minuten nach ihrer Anstellung be- 
urteilt werden, weil sie spiter abblassen, mitunter aber auch nach- 
dunkeln kann. 
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Die genauere quantitative Verfolgung der Diazoreaktion Ehrlichs 
hat ergeben, daB ein nennenswerter Verlust an Urochromogen durch 
die Ammonsulfataussalzung im nativen Harn nicht stattfindet. 
Eine Tabelle mége dies illustrieren. Der Diazowert ist in Sulfonaphthol 
ausgedriickt. 





Nr. 


CO W-1SD Cre CODD = 


Tabelle I. 
Einflu8 der Ammonsulfataussalzung auf die Diazoreaktion. 
SE 335 32% 32 322 § Fe 
tx ee ree) tm (psae\ & Bee 
Name Diagnose San $82 See $s Peek sees 
Sa sc& ges, go See" § Est 
$< S65 S62 SS: sue S$ €ou 
AS a< a<s On iA < QA <e 
Pohl 3.1.1922 . . |Tbe.pulm 0,50 047 — Spur ~ -- 
10,1. 1922 . . “ a 0,65 0,55 Spur 040 036 — vorhanden 
Holzmiller. . . . Tumorpulm 0,63) 0,63 4 0,50 040 
Miller. .....{||The.pulm | 0,70; 0,70; @ — - 
oo Sa ee - e 040 040 a 
Rohleder. . . . . ” - 0,54 0,52 7) - 
eae ~ a 0,42 0,40 6 2 
MRSS ee ee i ei 0,25 0,20 0 — 
Squaritsch Stra gees me - 0,50 0.50 4 0.32 0.25 vorhanden 
. Saad = ‘ 032 030 6 - - 
Bedeniza. .... “ = 0,18 0,12 7) - 
Urochromogen 
+ Albumen .. hs ie 0,026 0,020 0,006 
} { Harn nach Essigsaure- 
Huber... . . | “Dutttune | 9,30 | 0,08 | und mit p cane 
ausgesalzen 
Eigener Harn . . Normal 0,10 0,06 d _ - _ 
Kinderharn .. . . 0,09 0,04 6 — - - 


Im Ammonsulfatniederschlag frischer eiweibfreier oder EiweiB in 
Spuren enthaltender Harne lieB sich kein Urochromogen nachweisen. 
Dieses Resultat wurde in jahrelangen Untersuchungen so oft erhalten, 
daB sich an dem Ergebnis nicht zweifeln lieB. Auch wenn 100 cem Harn 
mit Ammonsulfat ausgesalzen, der Niederschlag mit gesiittigter Ammon- 
sulfatlésung gewaschen und dann mit Wasser oder absolutem Alkohol 
ausgelaugt wurde, war eine Diazoreaktion in der Lésung nur héchstens 
in Spuren nachweisbar. Eine relativ gréfere Differenz zwischen dem 
Diazowert im nativen und dem mit Ammonsulfat ausgesalzenen Harn 
war nur in Diabetesfillen mit Diaceturie und in manchen meistens 
normalen Harnen zu finden. In den ersteren Fillen erklart sich die 
Differenz durch das Verschwinden der Acetessigsiure, in den letzteren 
stieS die Erklarung auf Schwierigkeiten. Denn auch in diesen Fallen 
war im Ammonsulfatniederschlag kein Urochromogen zu finden, und 
doch war der Diazowert mitunter um die Halfte niedriger geworden. 
Die zuniachst liegende Erklirung wire gewesen, fliichtige Substanzen 
analog der Acetessigsiiure als Ursache der Differenz anzunehmen 


fo in ton aint 
co a 


sant Di ape le he 


oh a a Na 


Sia mati 





SE eae SR ae ara 


ty rs | CR inn tepct ae rer Sie 


NE testo 
Fear lobe “ 


yo plaectie 


ane ae 


poe oar nn ETT 


ee or 
alia igotert ny Sade ske 


Wenite 





H 
a 
ie 

‘i 





278 M, Weiss: 


aber abgesehen davon, das solche Substanzen nicht nachweisbar 
waren, haben zahlreiche Destillationsversuche ergeben, dafs im ein- 
fachen Wasserdampfdestillat normaler Harne keine Diazoreaktion zu 
finden ist (Escherich, Weiss). Daher wurde dieser Erklirungsversuch 
aufgegeben. In einer Verinderung der bekannten Harnfarbstoffe 
durch die Aussalzung die Ursache zu suchen, dazu lag kein AnlaB vor, 
weil ihnen ja kein Anteil an der Diazoreaktion zukommt. So blieb 
nichts tibrig, als eine Oxydation von uns noch unbekannten Sub- 
stanzen, die auch Diazoreaktionen geben, bei der Ammonsulfataus- 
salzung anzunehmen. Diese Substanzen treten um so mehr zuriick, 
je mehr Urochromogen vorhanden ist, daher sehen wir durch die Ammon- 
sulfataussalzung keine oder nur geringe Verminderung in den Phthisiker- 
harnen mit héheren Diazowerten eintreten; sie kénnen aber relativ 
um so mehr am Diazowert des nativen Harns teilnehmen, je mehr 
das Urochromogen zuriicktritt. In normalen Harnen mit ihrem sehr 
geringen Urochromogengehalt kann bis zu 50°, des Diazowertes vor 
der Ammonsulfataussalzung auf sie entfallen. Diese mit Urochromogen 
nicht identischen und nur in manchen normalen oder pathologischen 
Harnen vorkommenden Substanzen, welche bei der Ammonsulfat- 
aussalzung verschwinden, diirften wohl eher der Nahrung als dem 
Gewebszerfall entstammen. 

Die Erklarung fiir die Verminderung des Diazowertes durch die 
Ammonsulfataussalzung in solchen Fallen in einer Zerstérung des 
Urochromogens zu suchen, war nicht mdéglich. Denn wenn hierbei 
Urochromogen zerstort wiirde, miiBte dies mit einem analogen relativen 
Anteil auch in den Fallen mit héherer Urochromogenausscheidung 
und dann regelmabig der Fall sein. Daf aber Urochromogen bei der 
Ammonsulfataussalzung nicht zerst6ért wird, konnte auch direkt be- 
wiesen werden. Wurde zu einer Urochromogenlésung von bekanntem 
Diazowert etwas Albumen zugefiigt und dann mit Ammonsulfat aus- 
gesalzen, so war im Filtrat der Diazowert etwas vermindert. In dem 
mit Alkohol ausgelaugten Ammonsulfatniederschlag wurde aber das 
Urochromogen nicht nur qualitativ unverandert, sondern der fehlende 
Diazowert gefunden. 

Frischer, Eiweifi nicht in gréferer Menge enthaltender Harn lapt 
sich daher durch Ammonsulfat aussalzen, ohne dafi Urochromogen ver- 
loren geht. Wie leicht aber diese Eigenschaft des Urochromogens leidet, 
sieht man, wenn man einen frischen Harn unter Essigsiiurezusatz 
eindampft. Solche Eindampfungen zwecks leichterer Bestimmung 
des Urochromogens ergaben im alkoholischen Extrakt ihres Ammon- 
sulfatniederschlags schon deutlich nachweisbare Spuren dieses Ko6rpers. 
Dies kann nicht mit der Anreicherung des Urochromogens durch das 
Eindampfen zusammenhingen. Denn Harne, die von Haus aus einen 
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drei- und viermal héheren Diazowert besaBen als so konzentrierte 
Harne, lieBen Urochromogen im Ammonsulfatniederschlag voéllig ver- 
missen. Dieser Kérper ist daher sehr leicht Anderungen seiner Léslich- 
keit unterworfen, auch wenn er in seiner chemischen Konstitution 
anscheinend noch gar nicht veriindert ist. Dab dies bei auBeren Ein- 
wirkungen, die mit einer Oxydation verbunden sind, um so leichter 
geschieht, versteht sich von selbst. Daher finden wir bei Darstellung 
der Urochromogenfraktion mittels Pb-Acetat und Lauge nicht nur 
cine Verminderung des Diazowertes gegeniiber dem nativen Harn, 
sondern es kann im alkoholischen Extrakt der Ammonsulfatnieder- 
schlage aus solchen Fraktionen Urochromogen schon in gréBerer Quan- 
titat nachweisbar sein. 

Fiir quantitative Untersuchungen des Urochromogens ist daher 
nur das Ammonsulfatfiltrat nativer oder bei niedriger Temperatur 
konzentrierter Harne zu brauchen. Die Schitzung des Urochromogens 
gestaltet sich sehr einfach in den Fallen, wo die Diazoreaktion stirker 
ist als die Standardprobe. Denn dann braucht das Ammonsulfatfiltrat 
nur verdiinnt zu werden, bis die Intensitat der Farbung der Sulfo- 


naphtholdiazoreaktion erreicht ist. Wenn aber die Diazoreaktion 
schwiicher ist, dann miissen wir das Ammonsulfatfiltrat zwecks Ver- 
gleichsméglichkeit konzentrieren. Dies gilt besonders fiir normale 


Harne mit ihrem auferordentlich niedrigen Urochromogengehalt und 
ihrer dementsprechend meist nur spurenweise oder gar nicht rétlichen 
Diazoreaktion. Zu diesem Zwecke hat sich mir die Alkoholfallung 
des Ammonsulfatfiltrats am brauchbarsten erwiesen. Je nach der 
Intensitit der Diazoreaktion des Ammonsulfatfiltrats muB eine zwei-, 
drei- bis zehnfache Konzentration angestrebt und daher ein entsprechen- 
des Quantum des Ammonsulfatfiltrats dazu genommen werden. Das- 
selbe wird nach vorheriger Ansifiuerung mit vier bis zehn Tropfen ver- 
diinnter H,SO, in einem Kolben mit dem doppelten Volumen 95proz. 
Alkohols gefiallt. Hierbei fallt das Ammonsulfat fast quantitativ aus. 
{s wird gut durchgeschiittelt, dann abfiltriert und der Niederschlag 
noch mit etwas Alkohol nachgewaschen. Der rein weibe Ammon- 
sulfatniederschlag gibt keine Diazoreaktion. Das blaBbgelbe Filtrat 
wird auf dem Wasserbade bei etwa 50° auf ein kleines Volumen ein- 
gedampft, bis zu schwach saurer Reaktion neutralisiert, dann auf 
seine Diazoreaktion unter Vergleich mit der Standardprobe gepriift 
und der Diazowert ebenso berechnet, wie ich es in fritheren Arbeiten 


beschrieben habe (16). 

Diese Methode erlaubt auch, in eiweiBhaltigen Harnen das Urochromogen 
ohne Verlust zu bestimmen. Man fallt in der gewéhnlichen Weise mit 
Ammonsulfat aus, wischt aber den Niederschlag, welcher, wie zuerst 
Stepp (17) nachgewiesen hat, etwas Urochromogen enthiilt, mit Alkohol 
nach, der das Urochromogen nebst den anderen Farbstoffen auslaugt. 
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Dieser Alkohol, der nach dem friiher Auseinandergesetzten rote Diazo- 
reaktion gebende Substanzen auBer Urochromogen nicht enthalt, wird mit 
dem anderen zur Ausfillung des Ammonsulfats verwendeten Alkohol ver- 
einigt und in der gleichen Weise wie friiher verfahren. Man kénnte auch 
das EiweiB vorher durch Zusatz des doppelten Volumens Alkohol ausfillen. 
Im schwach angesiuerten Harn wird hierbei gar kein Urochromogen mit- 
gefallt, wie man sich leicht durch Lésung des rein weiBen EiweiBnieder- 
schlages tiberzeugen kann. Nur das durch Wirme oder Ammonsulfat 
niedergeschlagene Eiweif rei8t auch etwas Urochromogen mit sich. Das 
eiweiBfreie Filtrat wire dann etwa bei 50° zu konzentrieren und nach 
Ammonsulfataussalzung der Diazowert zu bestimmen. 


Y. Die Diazoreaktion der Phenolsubstanz. 

Schon friiher wurde erwihnt, daB Phenole die Diazoreaktion 
stéren kénnen. Sie mischen dem reinen Rot der Urochromogenreaktion 
einen gelben Ton bei, der vor allem in einer gelben bis briiunlichgelben 
Verfarbung des Schaumes zum Ausdruck kommt. 

Nach Penzoldt und Fischer farbt sich eine stark alkalische Phenol- 
lésung mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsiure dunkelrot. Diese Rot- 
firbung kommt mit dem Hhrlichschen Reagens nicht zustande. Auch eine 
stark konzentrierte wasserige Phenollésung (5: 100) gibt hierbei nur eine 
maBige Orangefirbung, und stirkere Verdiinnungen (1: 100 und dariiber) 
geben nur Gelbfairbung der Fliissigkeit und des Schaumes. Mit dem EinfluB 
der Phenole auf die Hhrlichsche Probe hat sich vor allem Burghardt (18) 
beschaftigt. Er sagt: ,,Besonders wichtig sind Phenole als Storer der Diazo- 
reaktion. Sie geben mit dem Lhrlichschen Reagens eine intensiv gelbe 
Reaktion, und ihre Anwesenheit in gr6Beren Mengen in Diazoharnen mischt 
dem roten Ton eine gelbe Farbe bei. Es resultiert eine gelbrote oder eine 
rein gelbe Reaktion auch dort, wo das Vorhandensein massenhafter Hhrlich- 
scher Diazokérper auf anderem Wege nachweisbar ist.“‘ Zunz (19) hat 
dieselbe Reaktion beschrieben. Er bezeichnet sie als gelbe alkalische Diazo- 
reaktion und fiihrt sie mit Wahrscheinlichkeit auf die Anwesenheit von 
Phenolen oder von Ko6rpern zuriick, ,,deren Molekiil ein oder mehrere 
Phenolradikale enthalt.‘‘ Delearde und Hautefewille (20) meinen, daB die 
Verminderung der Intensitaét und das Verschwinden der Diazoreaktion 
beim Abklingen akuter Krankheiten, sowie die vollige Abwesenheit oder 
das Verschwinden derselben bei Diphtherie, Erysipel und Scharlach 
vielleicht von einer vermehrten Phenolausscheidung herriihrt. Auf den 
Zusammenhang dieser gelben Diazoreaktion mit Phenolen schlieBt Burg- 
hardt, weil er sie dort fand, wo mittels der Phenolprobe nach Salkowski 
(Kochen mit HNO, und Zusatz von Bromwasser) reichlich Phenole nach- 
weisbar waren. Hiufig ist es ihm auch gelungen, durch Abdestillieren aus 
dem angeséiuerten Harn, Einkochen bis zur Trockene, durch Ather- oder 
Amylalkoholextraktion, durch Pb-Acetatfaillung oder Behandlung mit 
Knochenkohle diese stérende Substanz zu beseitigen, wenn auch nicht 
immer ohne Verlust und ohne Beeintrachtigung der Diazoreaktion. Obwohl 
Burghardt den stérenden EinfluB der Phenole nach seinen Versuchen fiir 
erwiesen hilt, hat er doch nicht selten auch solche Harne gefunden, die trotz 
reichlichen Phenolgehaltes eine intensive Diazoreaktion ohne weiteres 
gaben. Auch tiefe Carbolfiarbung stérte in einzelnen Fallen die Diazo- 
reaktion nicht oder nicht erheblich. 
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Bei meinen eigenen Untersuchungen bin ich auch jenem Korper 


begegnet, der sich durch eine oft recht intensive 
Schaumes bei der Diazoreaktion verrit. 


Gelbfarbung des 


Er zeigt Eigenschaften, welche 


die von Burghardt und Zunz angenommene Phenolnatur auBerst wahr- 
scheinlich machen. Er laBt sich zum Teil dem angesiuerten Harn mit 
Ather entziehen, wird durch neutrales Pb-Acetat teilweise gefallt und 
verschwindet aus dem mit 5°%, Mineralsiure unter Abdampfen ein- 
gekochten Harn, zugleich mit den durch die Hydrolyse freigewordenen 
Phenolen. Er wird im Gegensatz zum Urochromogen in saurer Loésung 
durch K MnO, nicht oder nur wenig geschadigt. Dadurch kann man 


Tabelle II. 


Diazoreaktionen nach Ehrlich. 





Substanz 


Wasser. . gis 
Harnstoff 1:50. . 
Milchsiure 20 proz. 


Harnsaures Na in H, O. 


Histidin 0,2 : 100 
Indol 0,1 : 200... 
Tyrosin 1: 1000 . 
Phenol 5: 100. 
1:200. . 
1: 10000 


behandelt cs 
Parakresol in H,O 
Urobilinogen 
Bilirubin . 
EiweiBlésung . 
Carbolmelanogen 
Sarkommelanogen 
Urochromogen 


2 Naphthol-7- sulfosaures Na 


1: 200 mit KMnO, 


Diazobenzol- 
sulfonsaure 


unverandert 


“ 


eigelb 
violettrot 
unverandert 
nach 1, Std. rosa 
» Wy 

gelb 
unverandert 


Natronlauge 


unverandert 


” 


schwach griinlich 
gelbgriin 
schwach gelbgriin 
sehr schwach rosa 
schwach orange 
sattgelb 

gelbgriin 


sattgelb 
schwach rétlich 
blaBgelb 
griinlich 

gelb 


? 
rot 


- 


Schaum 


weiBlich 


- 


schwach griinlich 
gelbgriin 
schwach gelbgriin 
weiBlich 

stark gelb 

gelb 

gelblich 


gelb 
rotlich 
gelb 
grunlich 
gelb 
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rosa 


die gelbe Diazoreaktion, nachdem die rote des Urochromogens zuriick- 
g , 

getreten ist, deutlicher zur Anschauung bringen und erkennen, dal} 
sie véllig der analogen Probe einer Phenollésung gleicht. 


Sie beeinfluBt 








die rote Diazoreaktion durch die Beimengung eines gelben Tones, 
der sich aber fast nur in der Schaumfirbung iubert. Da schon eine 
Konzentration an Phenol von 1: 100, die niemals im Harn vorkommt, 
nur eine gelbe und sogar die héchst mégliche von 5: 100 nur eine 
schwache Orangediazoreaktion gibt (s. Tabelle II), so ist eine Steigerung 
der roten Diazoreaktion des Urochromogens durch diese Substanz 
nicht méglich. Schwieriger war schon die Frage zu beantworten, ob 
nicht eine Abschwichung der Rotfarbung hierdurch eintreten kénnte. 
Zu diesem Zwecke wurden 5ccm einer Urochromogenlésung mit 
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einem Tropfen Carbolsiure versetzt, also eine I proz. Phenollésung 
hierdurch erzeugt und Parallelproben angestellt. Es ergab sich, daB 
die mit Phenol versetzte Urochromogenlésung nur eine Spur schwacher 
in ihrer Diazoreaktion gefairbt war als die Parallelprobe. Die letztere 
hatte den typischen rosanen Schaum, die erstere stark gelben Schaum. 
Die Verminderung war aber so gering, daB sie kaum sicher zu bestimmen 


war. Sie betrug héchstens !/, 


le 


der Gesamtfarbe. Wie erwihnt, kommen 
derartige Konzentrationen von freiem Phenol im Harn niemals vor. 
Wurde eine Urochromogenlésung mit Phenol 1 : 1000 versetzt, so war. 
obgleich der Schaum wieder sehr stark gelb gefarbt war, gegeniiber 
einer Parallelprobe ein Unterschied in der Rotfarbung der Fliissigkeit 
nicht mehr festzustellen. 

Phenole werden im Harn fast ausschlieBlich im gebundenen Zu- 
stande ausgeschieden. Bei meinen quantitativen Phenolbestim- 
mungen (21) habe ich darauf geachtet, ob in den Fallen erhéhter Phenol- 
ausscheidung diese gelbe Diazoreaktion besonders hiaufig gefunden 
wiirde. Es war nicht der Fall. Auch Harne mit einer Phenolausscheidung 
von 14g p. d. (in Phenol ausgedriickt) lieBen diese Reaktion ver- 
missen, wihrend sie andererseits bei geringerem Phenolgehalt oft ge- 
funden wurde. Es ist daher begreiflich, dab Burghardt. welcher die 
Probe von Salkowski zur Beurteilung der Phenolausscheidung benutzt 
hat, wobei auch gebundene Phenole in Reaktion treten, keinen sicheren 
Parallelismus der gelben alkalischen Diazoreaktion zur Phenolaus- 
scheidung feststellen konnte. Dies wire erst méglich, wenn die im Harn 
enthaltenen freien Phenole fiir sich bestimmt wiirden. 

Die Menge der freien Phenole im Harn des Menschen kann nach 
allen vorliegenden Erfahrungen nur gering sein. Sie ist sicher auch 
bei starkerer Anreicherung niemals so grob, dab ihre gelbe Diazoreaktion 
irgendwie nennenswert die rote Diazoreaktion des Urochromogens in 
ihrer Vergleichbarkeit mit der Standardprobe in positivem oder nega- 
tivem Sinne zu beeinflussen verméchte. Sie kann jedoch Gelbfarbung 
des Schaumes bewirken. Fine Diazoreaktion mit rotgefdrbter Fliissigkeit 
mufs daher unter den aus dem Bisherigen sich ergebenden Kautelen auch 
dort auf Urochromogen bezogen werden, wo der Schaum gelb gefdrbt ist 
und kann auch in solchen Fallen die Probe quantitativ ausgewertet 
werden. Eine Stérung wiire vielleicht eher denkbar durch Bindung 
des Diazoreagens, so dafs die Urochromogenreaktion nicht voll zur 
Entfaltung kommen kénnte. Dann miiSte man statt 3 ccm des Reagens 
4 bis 5cem verwenden. Mir selbst ist bisher eine solche Stérung aber 
nicht aufgefallen. 

Von den von Ehrlich aufgestellten Kriterien seiner Probe ware somit 
unter den angegebenen Sicherungen nur die Rotfdrbung der Fliissigkeit 
als unbedingt erforderlich anzusehen. Die primire Gelbfairbung des 
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Urochromogens nach dem Hinzufiigen des Sulfodiazohenzols ist im 
nativen Harn wegen der freien H-lonen in der Regel sehr ausgesprochen, 
sie kann aber fehlen, wenn die Reaktion der Fliissigkeit sauer ist. 


Die sogenannte tertiire Reaktion — das griine bis schwarze Sediment 
nach 24stiindigem Stehen der fertigen Probe — ist als unwesentlich 


schon friither von den meisten Autoren aufgegeben worden. Nur die 
rote Fliissigkeit und der rote Schaum wurden noch als wesentlich be- 
trachtet. Nachdem die sekundiare Rotfarbung mit der Diazobenzol- 
sulfonsiure nach Fhrlich als Reaktion des Urochromogens im Harn 
sichergestellt ist und wir den EinfluB der verschiedenen stérenden 
Substanzen auf die Farbung der Fliissigkeit und des Schaumes ge- 
nauer kennen und zum Teil ausschalten kénnen, fritt auch der Schaum 
als wesentliches Kriterium der Ehrlichschen Probe zuriick gegeniiber 
anderen Methoden, die eine Identifizierung des Urochromogens gestatten. 

Die Phenolsubstanz kann, wenn sie vorhanden ist, sehr zihe das 
Urochromogen begleiten. Sie folgt ihm in allen seinen Fraktionen 
und ist daher auch im Ammonsulfatfiltrat und in der gelben Farbstoff- 
fraktion nachzuweisen. Sie geht auch in den alkoholischen Extrakt 
des Ammonsulfatfiltrats iiber. In den mit Ammonsulfat ausgesalzenen 
Urochromogenfraktionen tritt sie beim Stehen in der Warme um so 
starker hervor. je mehr die rote Diazoreaktion des Urochromogens 
bei seiner Umwandlung in Uromelanin zuriicktritt. In den Uromelanin- 
lésungen ist sie nicht nachweisbar. Bei einem stirkeren Urochromogen- 
gehalt des Harns tritt sie bei Verdiinnung in der Regel so stark zuriick, 
daB eine Gelbfarbung des Schaumes der Diazoprobe meistens fehlt. 
Je schwiicher der Urochromogengehalt ist, um so mehr kann auch 
die Phenolsubstanz in der Diazoreaktion mit zum Vorschein kommen. 
Daher finden wir diese Substanz relativ haufiger bei der Urochromogen- 
bestimmung normaler Faille. die mit einer starkeren Konzentration 
aller Harnbestandteile verbunden ist. 

Die Phenolsubstanz ist kein regelmiBiger Bestandteil des Harns. 
Sie kann im Harn von Kindern und Erwachsenen, Kranken und Ge- 
sunden vorkommen. Manchmal schien es, als ob sie gegen das Lebens- 
ende bei besonders rapidem Verfall auftreten wiirde, aber eine Gesetz- 
maBigkeit ist in dieser Beziehung nicht vorhanden. Sie kann auch 
vollig im Harn fehlen, so da®B auch stiirkere Konzentrationen desselben 
keinen gelben Schaum der Diazoreaktion erkennen lassen. Bei ein 
und demselben Individuum kommt sie an manchen Tagen vor, an 
anderen wieder nicht oder nur in Spuren. Sie diirfte eher exogenen 
als endogenen Ursprung haben. Alimmer und Schmidt (22) haben bei 
ihren Untersuchungen der Diazoreaktion an 200 Rindern durchgangig 
einen zwischen gelb und rétlichorange gelegenen Farbton gefunden. 
Typische Karminrotfirbung wurde nie beobachtet. Stets war vielmehr 
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ein gelber Farbton beigemengt. Dieser Befund kann als Bestiatigung 
fiir die Auffassung von Burghardt und Zunz dienen, daB Phenole, welche 
im Rinderharn in groBerer Menge frei enthalten sind als beim Menschen, 
die Ursache dieser gelben Diazoreaktion sind. Dann aber gelangt 
diese Substanz héchst wahrscheinlich auf dem Wege iiber den Darm 










in den Harn. 


VI. Die Diazoreaktion des Tyrosins und der Oxysiiuren. 





Das Tyrosin ist ein aiuferst seltener und dann nur in relativ .ge- 





ringer Menge ausgeschiedener Harnbestandteil. 






Ehrlich erhielt keine Diazoreaktion mit Tyrosin, Clemens dagegen ja. 
Nach meinen Untersuchungen gibt Tyrosin erst in starkerer Konzentration 
(etwa 1: 200) mit dem Ehrlichschen Reagens und Lauge eine dunkelrote 
Farbung. In solcher Konzentration kommt es aber nie im Harne vor. 
AuBerdem wird es durch Ammonsulfat niedergeschlagen. Es kann sich 
daher an der im Ammonsulfatfiltrat gepriiften Diazoprobe in keiner Weise 
beteiligen. Die Oxysiiuren, Paraoxyphenylessigsiure und Paraoxypheny!- 
propionsaure, waren die einzigen Koérper, welche Ehrlich eine Rotfirbung mit 
seinem Reagens ergaben. Doch blieb bei diesen Substanzen das Rot dauernd, 
wahrend die Urochromogendiazoreaktion bekanntlich in wisseriger Lésung 
bald abblaBt. Schon Ehrlich hat daher diesen K6rpern keinen Anteil an 
seiner Reaktion zugeschrieben. Nach Engeland (23) wird die Diazoreaktion 
nach Entfernung der Oxysiiuren nicht merklich schwicher. Die Oxysauren 
kénnen durch Ather bei saurer Reaktion dem Harn entzogen werden. Man 
kann sich daher eine Vorstellung einerseits tiber ihre Quantitaét mittels der 
Millonschen Probe (24) bilden, andererseits iiber ihren Antei! an der 
Diazoreaktion. Nach den Untersuchungen von Bawmann und Blumenfeld 
werden normalerweise 0,010 — 0,020 g Oxysauren taglich ausgeschieden, 
im Durchschnitt daher 0,015 g. Ich selbst fand in normalen Fallen etwa 
0,010 g p. d. Der abgedunstete Atherextrakt der Oxysiuren aus einem 
Tagesharn gibt in 10cem Wasser gelést nur eine sehr schwache Diazo- 
reaktion. Dies wiirde bei einem Gehalt von 0,01: 10 = 1: 1000 entsprechen. 
Lésen wir diesen Riickstand statt in 10 cem in 30 cem Wasser, so fehlt jede 
Diazoreaktion nach Ehrlich. Eine Konzentration von etwa 1: 3000 gibt 
daher keine Diazoreaktion mehr. Im Harn sind Oxysauren aber nur in einer 
Konzentration von 1: 100000 etwa enthalten. Da ihnen in dieser Ver- 
diinnung kein Anteil an der Ehrlichschen Probe zukommen kann, begreift 
sich von selbst. Aber auch in den aus Harn hergestellten Fraktionen bis zur 
10fachen Konzentration und dariiber kénnen die Oxysiuren keine Rolle 
bei der Diazoreaktion spielen. Denn ein 10fach eingeengter Harn wiirde die 
Oxysauren nur in einer Konzentration von |]: 10000 enthalten, wo sie nicht 
die geringste Diazoreaktion geben. 

Auch in pathologischen Fallen ist die Ausscheidung an Oxyséuren nur 
selten héher. Bei Karzinomen fand ich mitunter einen Wert von 0,030 g p. d. 
Auch eine solche Ausscheidung kann selbst bei 10facher Konzentration 
noch keine Rotfarbung mit den Diazoreagenzien geben. Von den Oxysiiuren 
ist daher eine Beeinflussung der Khrlichschen Probe nicht zu_ befiirchten. ; 
Wenn aber einmal eine besonders hohe Ausscheidung an ihnen in Betracht 
kommt, so st6Bt ihre Beseitigung durch zweimalige Atherextraktion auf 
keinerlei Schwierigkeit. Diese kiime aber nur bei quantitativer Auswertung 
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der Diazoprobe und nur dann in Betracht, wenn der Harn oder die vor- 
liegende Fraktion an sich schon eine starke Millonsche Probe gibt. Im 
allgemeinen aber kénnen die Oxysiuren bei der Beurteilung der Diazo- 
reaktion des Urochromogens vollig vernachliassigt werden. 


Hermanns und Sachs (25) betrachten eine Monoatherschwefelsaure des 
Tyrosins als Ursache der Hhrlichschen Diazoreaktion bei der Tuberkulose. 
Sie meinen namlich, daB es sich bei der Diazoreaktion um verschiedene 
kuppelungsfahige Korper handelt, und da8 z. B. im Harn der Tuberkulésen 
ein anderer K6rper ausgeschieden wiirde als z. B. bei der Trichinose. Sie 
fanden auch, da man die Reaktion beim normalen Harn dadurch, daB man 
ihn im Vakuum stark eindampft, erzeugen kann. Uber meine Arbeiten, in 
welchen ich die Urochromogennatur des Prinzips dieser Reaktion nach- 
zuweisen mich bemiiht habe, mit wenigen Worten hinweggehend, sind sie 
nochmals an die Lésung der Frage herangegangen. Die Grundlage ihrer 
Methode ist Saurehydrolyse und Atherextraktion. Da der Ehrlichsche 
Diazokérper in Ather unléslich ist, wurde in zahlreichen Arbeiten fest- 
gestellt und wird auch von den Autoren wieder bestitigt. Neu ist die An- 
nahme von Hermanns und Sachs, das das Prinzip der Ehrlichschen Probe 
im Harn chemisch gebunden ist und durch Saurehydrolyse frei wird. Aller- 
dings ist es dabei auffallend, da®8 der native eingedampfte Harn trotz 
Kochens mit Siuren an Ather nichts abgab. Dies gelang den Autoren erst 
nach Eindampfen des Harns auf den 30. Teil seines Volumens. Obgleich 
Hermanns und Sachs sich bemiihen, den nahegelegenen Einwand, da bei 
der Hydrolyse frei gewordene Phenole in Reaktion treten, entsprechend zu 
widerlegen, ist doch ein iiberzeugender Beweis gegen diesen Einwand nicht 
erbracht. Auch ist die Angabe nicht recht verstiindlich, daB die Diazo- 
reaktion besonders deutlich in dem ,,braunen Bodensatz* ist, der sich im 
Extraktionskélbchen abzusetzen pflegte. Ist das frei gewordene Prinzip der 
Diazoreaktion in Ather léslich, so bedarf es wohl keines Bodensatzes, sondern 
es muB im Gegenteil der Diazokérper im Ather selbst vor allem enthalten sein. 
Hermanns und Sachs schlieBen aus der Millonschen Reaktion ihrer Substanz 
auf ein Tyrosinderivat. Wie ich in friiheren Arbeiten angefiihrt habe, ist 
man auBerst leicht Tauschungen in dieser Richtung ausgesetzt, weil Millon- 
sche Reaktion gebende Substanzen dem Urochromogen sehr ziithe anhaften. 
Dies gilt natiirlich von einem aus hydrolysiertem Harn durch Ather- 
extraktion gewonnenen Kérper um so mehr. Daf aber diese Reaktion mit 
dem Prinzip der Ehrlichschen Probe nichts zutun hat, glaube ich dadurch 
bewiesen zu haben, daf ich Diazoreaktion gebende Substanzen ohne jede 
Millonsche Probe erhielt. Auch gibt das zweifellos genetisch mit dem Uro- 
chromogen zusammenhdangende Uromelanin niemals eine solche Probe. Wenn 
eine Monoitherschwefelsiure des Tyrosins die Ursache der Hhrlichschen 
Probe ist, wie Hermanns und Sachs meinen, so wiirde Tyrosin bei der hydro- 
lytischen Spaltung frei. Dann aber wiire eine Abschwichung der Diazo- 
reaktion durch die Hydrolyse zu erwarten, wegen der wahrscheinlichen 
Verkiirzung um die Seitenkette, welche die Intensitiit einer jeden Diazo- 
reaktion beeinfluBt. Hydrolysierter Harn gibt aber quantitativ gleich 
starke Diazo- und Permanganatreaktion wie der native Harn. Tyrosin kann 
jedoch auch wegen der ihm zukommenden auBerst schwachen Diazoprobe 
die so intensive Hhrlichsche Reaktion nicht erklaren. 

In eigenen Untersuchungen habe ich die Beziehung zwischen dem aus 
der Intensitit der Millonschen Probe sich ergebenden Tyrosinwert des Harns 
und seiner verschiedenen Fraktionen und der Ehrlichschen Diazoreaktion 
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festgelegt und bin auf diesem Wege zu dem Ergebnis gelangt, daB zwischen 
diesen beiden Reaktionen keine Relation besteht. Wire eine Monoather- 
schwefelsiure des Tyrosins an der Ehrlichschen Probe beteiligt, so hatte 
mit dem zunehmenden Urochromogengehalt die Millonsche Probe um so 
stirker ausfallen miissen, was durchaus nicht der Fall war. Der gesamte, 
durch quantitative Auswertung der Millonschen Probe erhaltene Tyrosin- 
wert betrug auch in Fallen mit sehr starker Diazoreaktion héchstens 0,60 oder, 
nach oben abgerundet, nie mehr als 1: 1000 p. d., eine Konzentration, 
welche fast gar keine Diazoreaktion gibt. Davon entfallt fast alles auf die 
erst durch Hydrolyse frei werdenden Phenole, welche auch abdestilliert 
werden konnten. Der native Harn gibt weder in normalen, noch in patho- 
logischen Fallen mit starker Diazoprobe eine deutliche Millonsche Reaktion. 
Dies muBte aber, und zwar in einem gewissen Parallelismus zur Lhrlichschen 
Probe der Fall sein, wenn die Auffassung von Hermanns und Sachs 
richtig wire. 

So sehr jeder Beitrag zur Aufklirung der Konstitution des Urochro- 
mogens zu begriiBen ware, so kann ich doch in diesem von Hermanns und 
Sachs vorliufig nur als Hypothese aufgestellten Erklarungsversuch keinen 
Fortschritt erblicken. Auch wollen diese Autoren die von mir angegebene 
Permanganatprobe, deren Vorhandensein sie bestitigen, nur als eine 
Reaktion einer ungesittigten Verbindung auffassen. Zwischen einer ein- 
fachen Reduktion des Permanganats, wie sie nach Baeyer allen ungesattigten 
Verbindungen zukommt und der so ausgesprochenen Gelbfiirbung des 
Urochromogens durch Permanganat ist aber wohl ein groBer Unterschied. 
Diese in einer starken chromogenen Tendenz begriindete Reaktion beweist mehr 
als den ungesdttigten Charakter meines Korpers. Sie weist auf die Zugehérigkeit 
zu einer bestimmten Gruppe von Substanzen hin, als deren einfachsten Reprdsen- 
tanten wir vielleicht das Phenol ansehen diirfen. 

Die seit Jahrzehnten Medizin und Chemie in gleicher Weise be- 
schaftigende Frage der Diazoreaktion wurde von mir in eine bestimmte 
Richtung gebracht und ihr Zusammenhang mit einem als Urochromogen 
bezeichneten Korper sichergestellt. Hermanns und Sachs meinen, daB durch 
meine Arbeiten zwei Probleme miteinander verkniipft und keines gelést 
wurde. Die Verkniipfung mit dem Urochromproblem war keine willkiirliche, 
sondern eine sich in wissenschaftlicher Folgerichtigkeit notgedrungen ergebende. 
Da8B das Urochromproblem nicht mit einem Schlage zu lésen ist, wird jeder, 
der die Schwierigkeiten der Frage beurteilen kann, leicht einsehen. DaB 
aber meine Arbeiten zur Loésung der beiden Probleme doch einigermaBen 
beigetragen haben, diirfte schon jetzt kaum zu bezweifeln sein. 


VII. Die Diazoreaktion der Imidazolderivate. 


Histidin und andere Imidazolderivate geben nach Pauli mit konzen- 
trierter Diazobenzolsulfonsiure in alkalischer Lésung eine starke Rot- 
farbung. Engeland ist geneigt, die pathologische Diazoreaktion nach 
Ehrlich zum Teil auf Histidin zu beziehen. Er meint, daB die Menge der 
Imidazolderivate im Harn zur Erklarung der Reaktion hinreichen. Die 
sogenannte negative Diazoprobe nach Ehrlich wiirde sich durch die An- 
wesenheit ablenkender Stoffe, wie von Kreatinin oder Aminen erklaren. 

Ich habe mich in einer besonderen Arbeit mit der Diazoreaktion der 
Imidazolderivate beschiaftigt (26) und einen in Histidin ausgedriickten Wert 
fiir den Harn feststellen kénnen. Dieser Wert betrug etwa 0,5 g p. d. 
Wenn auch in diesem Werte bei der auBerordentlichen Reaktionsfihigkeit 
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der konzentrierten Diazobenzolsulfonsiure sicher noch manches andere 
mitbestimmt ist, so war doch durch geeignete Fallungsreaktionen und 
insbesondere durch die den Histidinderivaten eigene Knoopsche Reaktion 
zu beweisen, daB solche Koérper hierbei reagieren. Engelands Befund, dal 
Histidinderivate in jedem Harn vorkommen, wurde hierdurch bestitigt. 
Auch Firth (27), welcher die Diazoreaktion Paulis in der von mir und 
Szobelew angegebenen Modifikation zum Studium dieser Frage verwendet 
hat, kommt zum gleichen Ergebnis. Ich habe aber schon damals feststellen 
kénnen, daf ein Parallelismus des sogenannten Histidin-Diazowertes zur 
Ehrlichschen Reaktion nicht besteht. Die Eigenschaften des Diazokorpers, 
insbesondere seine Empfindlichkeit gegen Oxydationsmittel, lieBen sich mit 
der Annahme einer Imidazolverbindung nicht vereinbaren. Auch war die 
Histidindiazoreaktion hauptsichlich in der farblosen Fraktion des Harns 
zu finden, in welcher keine Hhrlichsche Probe mehr vorhanden ist. Unter- 
suchungen von reinem Histidin und Imidazolathylamin ergaben, daf diese 
Korper mit dem Ehrlichschen Reagens sogar in einer Konzentration von 
1: 500 nur mit schwacher gelbgriiner Farbe reagieren. Der Imidazolgehalt 
des Harns betriagt aber héchstens etwa 0,5: 1000. 


Aus den angefiihrten Griinden kann Engelands Annahme von 
der Beziehung der Diazoreaktion zu Histidinderivaten nicht zu Recht 
bestehen. Diese Substanzen beteiligen sich an der Reaktion nach 
Ehrlich in keiner Weise und kommen weder bei der qualitativen noch 
bei der quantitativen Priifung des Urochromogens in Betracht. 


VIII. Die Diazoreaktion des Albumins, der Albumosen und Peptone. 


Werden nach Petri Pepton- oder EiweiBkorper in wiisseriger Losung 
mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsiure und Alkali versetzt, so tritt je 
nach der Konzentration eine orange- bis tief dunkelrote Farbung auf. 
SerumeiweiB, kiufliches Albumin, Casein und EiereiweiB zeigen alle die 
gleiche Farbung. Auch diese Reaktion ist in der Konzentration des Sulfo- 
diazobenzols nach Ehrlich nur durch eine sehr schwache Gelbfarbung 
angedeutet. Wolf (28) hat durch kiinstliche Verdauung von Eiweif Albu- 
mosen dargestellt, Tuberkulin, welches ein kiinstliches Albumosengemisch 
ist, ferner Pneumonieharn im Stadium der Lésung mit Albumosurie unter- 
sucht und niemals hierbei eine Diazoreaktion nach Ehrlich erhalten. 

In zahlreichen Versuchen mit autolysierten, peptisch oder tryptisch 
verdauten oder gefaulten EiweiBlésungen, mit Serum, Liquor, Gewebs- 
extrakten usw. habe ich nie eine der Ehrlichschen Probe entsprechende 
Reaktion erhalten. Meistens war nur eine schwache Orangefirbung 
festzustellen. Auch durch alkoholische Fallung aus nephrotischem 
Harn gewonnenes Eiweif in wiisseriger Lésung ergab trotz Autolyse 
oder tryptischer Einwirkung keine Ehrlichsche Reaktion. 


IX. Verhalten von Pyrrol, Indol und Tryptophan 
gegen das Ehrlichsche Reagens. 


Pyrrol, Indol, reine Tryptophanlésungen sowie das im Harn vor- 
kommende Chromogen des Uroroseins (Indolacetursiiure) geben keine Diazo- 
reaktion nach Ehrlich. Monfet (29) hat behauptet, daB Indol und Skatol an 
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Schwefelséure im normalen und an Schwefel- und Glukuronsiure im patho- 
logischen Harn gebunden, die Ursache der Hhrlichschen Probe sind. Dies 
konnte Maillard (30) widerlegen, indem er in Harnen mit sehr starkem 
Indikangehalt keine Diazoreaktion erhielt. Reines indoxylschwefelsaures 
Kali, synthetisch hergestellte Indoxylearbonsiure sowie drei Harne mit 


- Indoxylglucuronsiure gaben keine Reaktion. 


Das Tryptophan schien mir in meinen ersten Untersuchungen tiber die 
Natur des Urochromogens méglicherweise in Beziehung zur Khrlichschen 
Probe zu stehen. Bot ja doch das von Abderhalden und Kempe entdeckte 
Oxytryptophan in dieser Hinsicht einigen Spielraum dar. Als ich aber die 
Glyoxyl-Schwefelsaureprobe im Vergleich mit der Diazoreaktion priifte, 
fand ich keinen Parallelismus zwischen diesen beiden Reaktionen. Hermanns 
und Sachs (31) beschrieben eine Diazoreaktion im Harn eines an Leberkrebs 
leidenden Patienten mit einer auffallenden primaren scharlachroten Diazo- 
reaktion, die beim Ansiuern der NH,-Probe auch nach dem Kochen be- 
stehen blieb. Auf Grund der Analyse des Azofarbstoffes, der positiven 
Urorosein- und der Ehrlichschen Aldehydprobe gelangen sie zu dem Ergebnis, 
daB hierbei eine Oxyindolessigsiure reagiert. Derartige primaire Reaktionen 
koOnnen im Harn vorkommen. Obgleich ich aber seit Jahren die primiren 
und sekundiren Diazoreaktionen des Harns verfolge, so habe ich nur einmal 
auf Zusatz des Hhrlichschen Reagens eine kirschrote Farbung auftreten 
gesehen. Dieselbe Farbung trat ein, wenn nur HCl und NaNO, hinzugefiigt 
wurde. Es handelte sich daher in meinem Falle um keine Diazo-, sondern 
blo8 um eine Nitritreaktion. 

Einen Beweis gegen die Einheitlichkeit der Hhrlichschen Probe kénnen 
solche Reaktionen nicht bilden. Denn wenn es sich um eine echte primiire 
Reaktion in dem Falle von Hermanns und Sachs handelte, wie die Autoren 
angeben, so hitte ‘dieselbe bei Abwesenheit gréBerer Urochromogenmengen 
beim Alkalisieren verschwinden miissen, handelte es sich aber um eine 
Nitritreaktion, dann war der Beweis, daB keine Ehrlichsche Probe vorliegt, 
durch die anderen Reaktionen zu erbringen. 


Kine so allgemeine Reaktion, wie die Diazoreaktion, kann a priori 
im Harn nicht einem einheitlichen Korper zugeschrieben werden. Erst 
die genaue Priifung der einschlagigen Verhdltnisse gestattet es zu sagen, 
daB unter bestimmten Bedingungen nur eine Substanz, das Urochromogen, 
sich an der sekunddr mit dem Ehrlichschen Reagens auftretenden Rot- 
farbung beteiligt. Dieses Ergebnis wurde auch durch eine langjihrige 
klinische Beobachtung der Urochromogenausscheidung beim Gesunden 
und Kranken gewonnen. Die Méglichkeit, daB das eine oder andere Mal 
auch andere Kérper in Reaktion treten kénnten, muf theoretisch zugegeben 
werden. Aber solche Substanzen sind mir aufer den friiher beschriebenen 
bisher nicht begegnet. Es besteht daher vorldufig kein Grund, an der Ein- 
heitlichkeit des der Diazoreaktion Ehrlichs zugrunde liegenden Korpers 
zu zweifeln. 


X. Die Diazoreaktion des Sarkom- und Carbolmelanogens. 


Der Harn von an Melanosarkom Leidenden enthalt ein Melanogen, 
welches auBer den mit dunkler Farbung verbundenen Oxydationsreaktionen 
auch mit dem LEhrlichschen Reagens eine charakteristische Probe ergibt. 
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Verdiinnt man einen solchen Harn, fillt mit Ammonsulfat aus oder stellt 
die entsprechende Fraktion her (32), so entsteht beim Hinzufiigen der 
Diazobenzolsulfonsaure nach Ehrlich zunachst keinerlei Farbung. La8t man 
aber eine solche am besten friiher etwas angesiiuerte Probe 1, bis 4% Stunde 
ruhig stehen, so tritt eine sehr schéne rosane Fairbung mit reinem roten 
Schaum auf. Diese Reaktion ist nicht zu verwechseln mit der rotvioletten 
primaren Reaktion des Bilirubins. Sie hat einen véllig anderen Ton, und der 
Farbstoff geht nicht wie beim Bilirubin in Chloroform tiber. AuBerdem wird 
das Melanogen nicht durch Ammonsulfat ausgesalzen. Der Harn beim 
Melanosarkom enthalt in der Regel auch reichlich Urochromogen. Daher 
tritt in solechen Fillen beim Alkalisieren die charakteristische Rotfirbung auf. 

Da eine Reindarstellung des Melanogens noch nicht gelungen ist, 
kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, ob diesem Kérper nicht 
auch eine sekundire Rotfirbung mit dem Diazoreagens zukommt. 
Dies erscheint mir nicht wahrscheinlich, da zwischen den Substanzen 
mit primirer und mit sekundiirer Diazoreaktion so wesentliche kon- 
stitutionelle Unterschiede sind, da8 sich ein gleichzeitiges Vorhanden- 
sein beider Proben fast ausschlieBt. Die Intensitat der sekundiren 
roten Diazoreaktion entsprach in den von mir untersuchten Fallen 
vollig der aus der Permanganatprobe erschlossenen Urochromogen- 
menge. DaB eine sekundiire rote Diazoreaktion dem Sarkommelanogen 
wahrscheinlich nicht zukommt, diirfte sich auch aus der Untersuchung 
des Carbolmelanogens ergeben. 

Das im Harn von Carbol- oder Lysolvergiftungen ausgeschiedene 
Melanoyen, welches nach seiner Oxydation zu der charakteristischen 
Farbung der sogenannten Karbolharne AnlaB gibt, zeigt eine ganz 
analoge primare rote Diazoreaktion wie das Sarkommelanogen. Hierbei 
aber pflegt Urochromogen und die ihm entsprechende Diazoreaktion kaum 
nachweisbar zu sein. Das Carbolmelanogen ist zwar nicht identisch 
mit dem Sarkommelanogen, beide aber besitzen weitgehende Analogien. 
Durch die smaragdgriine Firbung mit sehr verdiinntem Eisenchlorid 
laBt sich beweisen, daB in beiden Fallen ein Brenzkatechinderivat 
vorhanden ist, welches in anderen Harnen fehlt. Beide gehen beim 
Stehen in einen melaninartigen violetten Farbstoff iiber, welche aber 
nicht identisch sind. Ihre verwandtschaftliche Beziehung diirfte durch 
den ihnen gemeinsamen Brenzkatechinkern und die gleichartige primare 
Diazoreaktion geniigend gewihrleistet sein. Daraus ist der SchluB 
gerechtfertigt, daB sie sich auch in ihrer sekundiren Diazoreaktion 
gleich verhalten. Dann kame aber dem Sarkommelanogen ebenso- 
wenig wie dem Carbolmelanogen eine Rotfirbung bei alkalischer 
Reaktion mit dem Fhrlichschen Reagens zu. 


XI. Uber den Einflu8 von Medikamenten auf die Diazoreaktion. 


Die aromatischen Substanzen, welche mit der Diazobenzolsulfon- 
siure sehr leicht Farbstoffe bilden, spielen in der medikamentésen 
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Therapie eine sehr gro8e Rolle. Der EinfluB, den sie auf die Ehrlich sche 
Probe ausiiben kénnen, geht zum Teil schon aus den bisherigen Dar- 
legungen hervor. 

Phenol, Salol und Kreosot kénnen die Diazoreaktion zum Verschwinden 
bringen [ Bolli (33)]. Dies gilt wohl hauptsachlich fiir die rein rote Schaum- 
fairbung, die leicht hierbei durch gelbe Tone geschadigt wird. Nach Baccarini 
und Cevidalli (34) soll Salol hierbei direkt die Bildung des Diazokérpers 
verhindern, was aber von anderen Autoren nicht bestatigt wird. Nach 
Burghardt bewirken Kreosotpriparate das Auftreten von Kérpern im Harn 
mit groBerer Affinitit zum Reagens als der Khrlichsche Korper. Eine Diazo- 
reaktion soll auch durch Opium und seine Alkaloide entstehen kénnen. 
Nach Pelloux (35) diirfte der EinfluB der bei Lungentuberkulose gebriiuch- 
lichen Heilmittel (Antipyrin, Chinin, Kreosot, Opium, Morphin und seine 
Abkémmlinge) nur gering sein. Ebenso haben A wvel Blad und P. Videbeck (36) 
die Rolle, welche speziell die bei der Lungentuberkulose verabreichten 
Medikamente im Vergleich zur Diazoreaktion spielen, untersucht und kamen 
zu negativen Resultaten. J. Hénig (37) fiihrt eine ganze Reihe von Sub- 
stanzen an, die eine Pseudoreaktion im Harn hervorrufen kénnen. Dazu 
gehéren nach ihm Tannalbin, Chinin, Cort, Chinae, Rheum. Dies entspricht 
aber nicht den Tatsachen. Vom Tannalbin wird im Gegenteil allgemein 
angegeben, daB es bei interner Verabreichung die Ehrlichsche Probe aufhebt. 
J. Hénigs Pseudoreaktionen sind schwache Diazoreaktionen, welche beim 
Abklingen fieberhafter Krankheiten infolge der verminderten Urochromogen- 
ausscheidung auftreten. Hiervon kann man sich in solchen Fallen durch die 
gleichzeitig vorhandene schwache Permanganatprobe tiberzeugen. Nur 
Naphthalin und Anthracen (Clemens) und Chrysarobin [Michaelis (38) und 
Dmitrenko (39)] kénnen eine Diazoreaktion im Harn hervorrufen, welche 
zur Verwechslung mit der Hhrlichschen Probe AnlaB geben kénnte. Aus 
eigenen Erfahrungen kann ich dies auch vom Atophan angeben. Doch fehlt 
hierbei die Permanganatprobe vollstandig, was auch Skorczewski (40) betont. 
DaB Phenolphthalein durch Rotfarbung mit Alkalien eine Pseudoreaktion 
hervorrufen kann, hat Klajften gezeigt. 

Bei der Untersuchung der Urochromogenausscheidung werden wir 
hauptsichlich jene Medikamente vermeiden miissen, bei denen ein 
Einflu8 auf die Ehrlichsche Probe sichergestellt ist, also vor allem 
Tannin, Naphthalin und Atophan. Wegen der Méglichkeit einer Stérung 
werden auch Salicyl- und Kreosotpraparate besser weggelassen werden. 
Von den als Hustenmittel verwendeten Morphinderivaten habe ich 
nie eine Beeinflussung der Diazoreaktion gesehen. Wird Phenolphthalein 
gegeben, so darf die Probe nur im Ammonsulfatfiltrat vorgenommen 
werden. 

In jedem zweifelhaften Falle muB auch die Permanganatprobe 
herangezogen werden. Im Ammonsulfatfiltrat kann wegen der Ver- 
schiebung der lonenkonzentration mitunter ein schwaches Alkalisieren 
sich vor Anstellung dieser Probe als notwendig erweisen. Hierdurch 
wird die An- oder Abwesenheit von Urochromogen immer festgestellt 
werden kénnen. FHinen deutlichen EinfluB von fremden Bestandteilen 
auf die KMnO,-Probe habe ich nur bei Carbolvergijtungen gesehen, 
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wo auch eine Gelbfdrbung durch die Phenolsubstanzen bei Permanganat- 
zusatz eintritt. Hier aber fehlt dafiir die Diazoreaktion, so dab eine 
erhéhte Urochromogenausscheidung wieder auf diese Weise aus- 
geschlossen werden kann. 


Literatur. 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 68, 74, 1899. — 2) Berl. klin. Wochen- 
schrift 1914. — 3) Zeitschr. f. klin. Med. 6, 474, 1883 und 7, 500, 1884. 
4) Ebendaselbst 5, 285, 1882; Charité Ann. 8, 140, 1883 u. 11, 139, 1886. — 
5) Wien. Arch. f. klin. Med. 1, 359, 1920. — 6) Zeitschr. f. phys. Chem. 8, 
293. — 7) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 16, 657, 1883. — 8) Deutsche med. 
Wochenschr. 1883, Nr. 45. — 9) Zentralbl. f. innere Med. 1883, Nr. 26. — 


10) Wien. klin. Wochenschr. 1899, Nr. 20. — 11) New-York. med. Journ. 
57, 127, 1893. — 12) Nach Clemens zit. — 13) Klin. Diagnostik 1901. 

14) Wien. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 35. 15) Ebendaselbst 1922, Nr. 19. — 
16) Diese Zeitschr. 112, 71, 1920. — 17) Miinch. med. Wochenschr. 


1918, Nr. 21. — 18) Berl. klin. Wochenschr. 1901, Nr. 11. — 19) Ref. Maly 
J. B. 1902, 8S. 820. — 20) Echo med. du Nord 6, 113. — 21) Diese Zeitsehr. 


110, 258, 1920. — 22) Arch. f. wiss. u. prakt. Tierheilk. 27, 135, 1901. 
23) Miinch. med. Wochenschr. 55, 1643. — 24) Diese Zeitschr. 97, 170, 


1919. — 25) Zeitschr. f. phys. Chem. 114, 79, 1921. — 26) Diese Zeitschr. 
58, 119, 1913 u. 81, 342, 1917. — 27) Ebendaselbst 96, 269, 1919. — 28) Wien. 


med. Wochenschr. 1899, 8.377. — 29) C. r.d. soe. biol. 55, 1275, 19038 
u. 55, 1503, 1903. — 30) Ebendaselbst 55, 149, 1903. — 31) Zeitsehr. 
f. phys. Chem. 114, 79, 1921. — 32) Ergebn. d. inneren Med. u. Kinderh. 


22, 1922. — 33) Rif. med. 18, 5, 1902. — 34) La clin. med. 1901, Nr. 3. 
35) Thése de Paris 1904. — 36) Zeitschr. f. Tub. 2, H. 5 u. 6. — 37) Klin, 
ther. Wochenschr. 1900, Nr. 26—31. — 38) Zeitschr. f. diat. u. phys. Ther. 
1899, H. 2. — 39) Arch. gen. de med. 1906, S. 1253. — 40) Zeitschr. f. exper. 
Path. u. Ther. 14, 113. 


19* 


eoncemsge ere Benge aot 











Uber die pharmakologische 
und kolorimetrische Auswertung reiner und zersetzter 
Adrenalinlésungen sowie von Nebennierenausziigen. 


Von 
Helmut Maiweg. 
[Aus dem pharmakologischen Institut zu Rostock?). ] 
(Eingegangen am 28. August 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die alteren Verfahren einer kolorimetrischen Adrenalinauswertung 
beruhen bekanntlich auf der Eigenschaft des Adrenalins, als Brenz- 
katechinabkémmling mit Eisenchlorid eine smaragdgriine Farbe und 
bei der Oxydation eine Rotfairbung zu geben. Da diese Farbreaktionen 
in ihren urspriinglichen Formen keine befriedigenden Auswertungen 
erméglichen — Elliott nennt sie sogar vollig unbrauchbar —, wurden 
sie mit Recht spiter durch die verschiedenen pharmakologischen 
Auswertungsmethoden verdriingt. Denn die meisten derselben sind 
nicht nur spezifischer, sondern sie haben auch den groBen Vorzug, 
da ihre Fehlerbreiten geringer sind und das sie die Auswertung viel 
schwicherer Adrenalinlésungen erméglichen. 

Vor zehn Jahren wurde von Folin, Cannon und Denis*) eine neue 
kolorimetrische Methode angegeben, die wegen ihrer Einfachheit und schein- 
baren Zuverliassigkeit sehr in Aufnahme kam, so da zurzeit die Mehrzahl 
aller Auswertungen von adrenalinhaltigen Lésungen oder Gewebsausziigen 
mit dieser Methode ausgefiihrt wird. Die Methode beruht auf der Reduktion 
der Phosphorwolframsaure durch Adrenalin zu stark blau gefarbten niederen 
Oxydationsstufen. Aus der Starke der Blaufirbung 14Bt sich durch den 
Vergleich mit der durch bekannte Adrenalinmengen bewirkten Blaufarbung 
leicht der Adrenalingehalt bestimmen. (Aus nicht recht durchsichtigen 
Griinden vergleichen Folin, Cannon und Denis mit Harnsiure, die 1/, so 
stark bliuend wirkt wie Adrenalin). Zweifellos ist die Phosphorwolfram- 
siurereaktion sehr gut geeignet, um den Titer reiner l-Adrenalinlésungen zu 
bestimmen. In solchen Fallen wird sie ihrer Einfachheit und der erstaunlich 


') Dr. H. Maiweg erlag am 29. April 1922 einer im Berufe zu- 
gezogenen Infektionskrankheit. Mit seinem Hinscheiden fand seine erfolg- 
versprechende wissenschaftliche Tatigkeit ein friihes Ende. 

2) O. Folin, W. B. Cannon und W. Denis, Journ. of biol. Chem. 13, 
477, 1912/13. 
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geringen Fehlerbreite wegen dem pharmakologischen MeBSverfahren vor- 
zuziehen sein. Aber kaum je kommen derartige Auswertungen von Lésungen, 
die sicher nur unzersetztes 1-Adrenalin enthalten, in Frage. Fast stets 
handelt es sich um die Auswertungen von Handelspraparaten oder von 
Gewebsausziigen. Bei den Handelspriparaten kommen aber zwei Fehler- 
méglichkeiten in Betracht. Sofern das in ihnen enthaltene Adrenalin 
synthetisch gewonnen wurde, kann neben dem 1-Adrenalin die d-Form vor- 
handen sein, denn die Trennung der bei der Synthese stets entstehenden 
beiden optischen Isomeren bereitet bekanntlich erhebliche Schwierigkeiten. 
Wahrend nun das d-Adrenalin pharmakologisch etwa nur '/,, so wirksam ist, 
wie das ]-Adrenalin, sind beide Formen kolorimetrisch, wie schon Borberg') 
betonte, gleich wirksam. Eine bei der kolorimetrischen Priifung als 100 proz. 
Lésung erscheinende Adrenalinlésung kann daher, wenn nimlich die optisch 
inaktive Racemform vorliegt, pharmakologisch nur 54 proz. sein (50°) 
= 1-Adrenalin; 4°, = d-Adrenalin). Da®8 die synthetischen Adrenalin- 
handelspriiparate tatsiichlich zum Teil Gemische des links- und des rechts- 
drehenden Adrenalins sind, wurde kiirzlich von Tiffenau*®) nachgewiesen. 

Der zweite Fehler kénnte bei einem Gehalt der Handelspriiparate an 
zersetztem Adrenalin in Erscheinung treten. Nicht alle Handelspriiparate 
sind gegen Zersetzung so gut geschiitzt, daB es im Laufe der Zeit nicht zu 
einem Verlust an Wirksamkeit kime. So fand Johannessohn*®), daB das 
Suprarenin, dessen Adrenalingehalt beim Einkauf 96 %% war, nach 15 Monaten 
nur 92%, nach 34% Jahren nur 51 % und nach 434 Jahren nur 34 °, 
Adrenalin enthielt. (Die Auswertung erfolgte kolorimetrisch nach Folin; 
vermutlich ist der tatsiichliche Verlust ein gréBerer.) Besonders stark ist 
der Adrenalinverlust, wenn die Substanz mit Kokain oder Novocain ge- 
mischt in Ampullen oder Tabletten abgegeben wird (Johannessohn). 

Man nimmt meist stillsechweigend an, daB bei der oxydativen Zer- 
setzung des Adrenalins der Verlust an Farbreaktionsvermégen dem Verluste 
an pharmakologischer Wirksamkeit parallel geht. Aber alte Angaben von 
Moore und Vincent‘) machen es wahrscheinlich, daB oxydiertes Adrenalin 
an pharmakologischer Wirksamkeit verhaltnismaBig mehr verliert als an 
kolorimetrischer Wirksamkeit. Denn sie fanden, daB alkoholische Neben- 
nierenextrakte, die 7 bis 10 Tage gestanden hatten, die blutdrucksteigernde 
Wirkung vermissen lieBen, wiahrend sie die typischen Farbreaktionen 
noch gaben. 

In wiasserigen Ausziigen von Nebennieren oder von sonstigem chrom- 
affinen Gewebe fehlen Adrenalinzersetzungsprodukte, wenn die Driisen 
unmittelbar nach dem Tode des Tieres verarbeitet werden und wenn dafiir 
gesorgt wird, daB die Reaktion des Auszuges dauernd im sauren Gebiete 
liegt (pq 5 oder weniger). Hiernach méchte es scheinen, als ob die bei der 
Auswertung von Handelspriiparaten zu beachtenden Fehlerquellen bei der 
Auswertung von chromaffinem Gewebe nicht in Frage kommen und als ob 
man sich auf die leicht ausfiihrbare Folinsche Reaktion verlassen kénnte, 
wenn es gilt, den Adrenalingehalt des chromaffinen Gewebes festzustellen. 

Aber es ist denkbar, ja durchaus wahrscheinlich, daB das chromaffine 
Gewebe, speziell das Nebennierenmark, Vorstufen des Adrenalins enthalt, 


1) N.C. Borberg, Skandinav. Arch. f. Phys. 27, 341, 1912. 

2) M. Tiffenau, Journ. de Pharm. et de Chim. 23, 313, 1921; nach Ber. 
iiber d. ges. Phys. 11, 153, 1922. 

3) F. Johannessohn, diese Zeitschr. 76, 377, 1916. 

4) B. Moore und Swale Vincent, Proc. Roy. Soc. London 62, 280, 1898. 


Se alas bog al 


eerie 


8 at. 


gunmen 





= 


seememee meat 


ana ipa 





294 H. Maiweg: 


die pharmakologisch nicht den Adrenalintiter zu haben brauchen, den sie 
bei Farbreaktionen zeigen. Es sei nur daran erinnert, da nach Borberg 
Brenzkatechin, das keine echten adrenalinartigen pharmakologischen 
Wirkungen hat, eine bestimmte Reduktionsfarbreaktion (Goldchlorid- 
reduktion) ebenso stark wie Adrenalin bewirkt. Bisher sind unsere Kennt- 
nisse iiber derartige Adrenalinvorstufen bekanntlich nicht aus der Theorie 
und Hypothese herausgewachsen; wir wissen nur, da sich das Adrenalin 
im Nebennierenmark zweifellos tiberraschend schnell bilden kann. Denn 
auch durch sehr zahlreiche elektrische Reizungen des Splanchnikusnerven, 
deren jede ein recht erhebliches Adrenalinquantum auswirft, gelingt es 
nicht, das Mark seines Adrenalins zu berauben'), und kiirzlich wurde ge- 
zeigt”), daB nach einer durch bestimmte chemische Reize bewirkten Ver- 
armung des Nebennierenmarkes an Adrenalin wenige Minuten Ruhepause 
geniigen, um den Vorrat wieder zu regenerieren. 

AuBer den Adrenalinvorstufen kénnen bei der zurzeit am haufigsten 
angewandten Farbreaktion, der Folinschen Reaktion, auch andere, mit dem 
Adrenalin chemisch nicht verwandte Stoffe Adrenalin vortiéiuschen und 
das MeBergebnis unrichtig machen. Die Harnsiure gibt positive Folin sche 
Reaktion. Bei normalem Adrenalingehalt der Nebennieren spielt der Harn- 
siurefehler keine Rolle, da die auf den Harnsiuregehalt entfallende Teil- 
firbung gegen die auf den Adrenalingehalt entfallende ganz zuriicktritt. 
Anders bei Adrenalinarmut der Nebennieren und bei vélligem Adrenalin- 
mangel. Letzterer kann mit der Folinschen Methode iiberhaupt nicht fest- 
gestellt werden, da die Harnsiure noch eine positive Reaktion gibt. 
Lewis*) fand die fétale menschliche Nebenniere nach dem dritten Monat 
bis zur Reife bei der Priifung am Darm oder mit der Blutdruckmethode, 
sowie mit einigen kolorimetrischen Verfahren (Mangandioxyd, Goldchlorid, 
Fisenchlorid) adrenalinfrei, waihrend mit der Folinschen Methode in den 
beiden Nebennieren 0,29 mg ,,Adrenalin’’ und weit mehr gemessen wurde. 
Dies Adrenalin war in Wirklichkeit Harnsiure. 

Ich setzte mir als Ziel dieser Arbeit, folgende beiden Fragen klar- 
zustellen : 

1. Geht die Abnahme der pharmakologischen Wirksamkeit mit 
dem Verlust an kolorimetrischer Wirksamkeit bei der Oxydation einer 
Adrenalinlésung in parallelen Kurven vor sich ? 

2. Sind in den Nebennierenausziigen Substanzen, z. B. Adrenalin- 
vorstufen, enthalten, die kolorimetrisch adrenalinartiges Verhalten 
zeigen, ohne entsprechende Wirkung im Organismus zu aufern / 

Bei der Bearbeitung der ersten Frage konnte hiaufig nachgeprift 
werden, ob die Angaben von v. Gréer und Matula*), da® Adrenalin 
bei seiner Zersetzung zuniichst pharmakologisch viel wirksamer werden 
soll, zu Recht besteht. Die Genannten priiften die Gefaibwirksamkeit 
von Adrenalinlésungen durch Beobachtung des animischen Hofes, 


1) T. R. Elliot, Journ. of Phys. 44, 374, 1912; 46, 285, 1913 u. a. 

2) D. V. Cow und W. E. Dixon, Journ. of Phys. 56, 42, 1922. 

3) J. H. Lewis, Journ. of biol. Chem. 24, 249, 1916. 

4) Fr. v. Gréer und J. Matula, diese Zeitschr. 102, 13, 1920; s. auch 
Fr. v. Gréer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 7, 237, 1919. 
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den die Lésungen nach der Injektion in die Haut von Meerschweinchen 
verursachten. Wenn die Adrenalinlésungen bei schwacher Alkaleszenz, 
z. B. bei py 8.6, einige Stunden lang in Kérpertemperatur standen, 
so erwiesen sie sich in den Injektionsversuchen als tiber doppelt so 
wirksam wie die unzersetzte Kontrollésung. Diese Wirksamkeits- 
zunahme trat beim Durchleiten von Luft wie auch von Wasserstoff auf. 
Im ersteren Falle war die Lésung sicher zum Teil oxydiert, denn sie 
war rosa gefirbt. Auch Serum, Albumin und Bakterientoxine sollen 
zunichst Adrenalin wirksamer machen; bei Tuberkulineinwirkung 
wird die Steigerung der Adrenalinwirksamkeit als geradezu enorm 
bezeichnet. 


1. Vergleich des Verlustes an kolorimetrischer und pharmakologischer 
Wirksamkeit des Adrenalins bei der Oxydation. 

Zur pharmakologischen Auswertung der Adrenalinlésungen wurde 
in diesem Teile der Arbeit der Blutdruckversuch an der Katze in der 
Anordnung von Elliott!) verwandt. Das Gehirn und verlangerte Mark 
wurde durch Unterbindung der das Gehirn versorgenden Arterien 
ausgeschaltet und das Riickenmark in der Héhe des unteren Hals- 
markes oder des oberen Riickenmarkes durchtrennt. Bei dauernder 
Sauerstoffinsufflation reagiert nun der auf etwa 40 mm Hg abgesunkene 
Blutdruck auf intravenése Adrenalineinspritzungen mit sehr regel- 
mafigen Blutdrucksteigerungen. Wenn die Injektionen mit genau 
gleicher Geschwindigkeit ausgefiihrt werden, eignet sich das Priparat 
in der Regel vorziiglich zu Adrenalinauswertungen. 

Die Zersetzung der Adrenalinlésungen wurde durch dauerndes 
Durchleiten eines kraftigen Stromes von Luft oder Sauerstoff bewirkt ; 
die Lésungen wurden durch Puffergemische auf einen bestimmten 
(trad schwacher Alkaleszenz gebracht und wihrend des Versuches 
bei 37 bis 38° gehalten. Um Fehler durch Wasserverdunstung zu ver- 
meiden, wurde die durchgeleitete Luft in einer Vorlage mit Wasser- 
dampf bei 37° gesiittigt. Von Zeit zu Zeit wurde eine Probe aus der 
Adrenalinlésung zur spiiteren Untersuchung herausgenommen und 
mit einigen Tropfen verdiinnter Salzsiiure versetzt, so dal} die Aziditat 
iiber py 5 (p-Nitrophenol als Indikator) anstieg und eine weitere 
oxydative Zersetzung verhindert wurde. 

Es wurde eine ganze Reihe von solchen Versuchen durchgefiihrt. 
Da sie alle den gleichen Verlauf nahmen, soll hier nur ein Versuch 
als Beispiel ausfiihrlicher mitgeteilt werden. 

Versuch 1. Es wird eine Suprareninlésung 1 : 50000 in einem Gemisch 
von | Teil n/10 Na, HPO, und 4 Teilen n/10 Na, HPO, angesetzt. Die 
Reaktion der Lésung wurde nach Michaelis kolorimetrisch bestimmt. Sie 


1) Ellioth, a. a. O. 
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hatte py 7,35, also war sie der arteriellen Blutreaktion gleich. Vier Stunden 
lang wurde ein starker Luftstrom bei 37 bis 39° durchgeleitet. Danach 
erfolgte die Auswertung der Proben im Blutdruckversuch und nach Folin. 
Das Ergebnis war folgendes: 

Adrenalingehalt der Lésung in Prozenten der Ausgangsmenge: 





nach Stunden Folin Blutdruck 
0 100 % 100 % 
1 70—80 50— 60 
2 50— 60 25—30 
3 32—35 10—15 
4 25 6 


Es wird also bei der oxydativen Zersetzung des Adrenalins die gefap- 
verengernde Wirkung weit rascher und stirker herabgesetzt als die redu- 
zierende Wirkung auf das Folinsche Reagens. 


Abb. 1. 


Bei einer Riickenmarkskatze wird je 1ccm einer Adrenalinlésung 1:50 000 (= 0,02 mg) 
intravenos eingespritzt. 

Die Zersetzungsdaucr (pyy 7,35, Luftdurchleiten) betrug im 
1. Versuch 0 Minuten 
2. o 10 *” 
ae eas 
4 
5 


BO 
, * ov ” 
apes 0,01 mg Adrenalin). 


Man erhilt bei teilweise zersetzten Adrenalinlésungen mit dieser 
kolorimetrischen Methode erheblich zu hohe Werte. Wie zu erwarten, 
wurde die Zersetzung beschleunigt, wenn statt Luft Sauerstoff zur 
Durchspilung verwandt wurde oder wenn die Alkaleszenz gesteigert 
wurde, aber stets blieb ein Abstand zwischen den pharmakologisch 
und kolorimetrisch ermittelten Adrenalinwerten. 

In einer Versuchsreihe, bei der Adrenalin 1 : 100000 in Phosphat- 
gemischen zunehmender Aziditat gelést wurde und diese Lésungen 
4 Stunden lang bei Koérpertemperatur mit Luft durchspilt wurden, 
ergab sich, daf Adrenalin in den Lésungen bestindig war, deren 
Py <5 war. Die Rosafirbung blieb in diesen Lésungen aus und sie 
lieBen jeden Verlust an pharmakologischer Wirksamkeit vermissen. 
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2. Werden Adrenalinlésungen bei ihrer Zersetzung zunichst pharma- 
kologisch wirksamer ? 

Unter den zahlreichen Einzelbeobachtungen fand sich keine, die 
fiir die von v. Gréer und Matula behauptete Steigerung der Adrenalin- 
wirksamkeit bei der Zersetzung sprach. Es sei folgender Versuch 
als Beispiel angefiihrt. 

Versuch 2 (siehe die Abbildung). Eine Adrenalinlésung 1: 50000 wird 
bei py 7,35 und Luftdurchleitung zersetzt. Bei der Auswertung am Blut- 
druck der gehirnlosen Katze ergab sich: 


lcem frische Lésung steigert den Blutdruck um... . . 54mmHg 
leem 10 Minuten alte Lésung steigert den Blutdruck um 50 ,, ,, 
lecem frische Lésung steigert den Blutdruck um .... . 54 ,, 4, 


lcem 30 Minuten alte Lésung steigert den Blutdruck um 47 ,, ,, 
lecem 60 Minuten ,, is ” . = ° "ion 

1/,cem frische Lésung, auf das Doppelte verdiinnt, steigert 
Fe i TS OLE EE Eee ee a | Sarraepe 


%? > 


Es tritt also im Verlauf einer Adrenalinzersetzung keine Steigerung 
der Wirksamkeit ein, die Wirksamkeit falli sofort ab. 

Im Blutdruckversuch ist diese Abnahme dann deutlich, wenn eine 
Lésung 1: 50000 eben schwach rosa gefdrbt ist. 

Wie die anders lautenden Ergebnisse von v. Gréer und Matula 
zu erkliren sind, ist schwer zu sagen. Vermutlich ist die Methode 
der intrakutanen Injektion bei Meerschweinchen zu ungenau. In 
eigenen Versuchen wurden mit ihr ganz ungenaue Ergebnisse erhalten. 
Auch wenn Serum den Adrenalinlésungen zugesetzt worden war 
und nach Einstellen auf schwach alkalische Reaktion Luft durch- 
geleitet wurde, fand sich nie eine anfingliche Zunahme der pharma- 
kologischen Adrenalinwirksamkeit. Die blutdrucksteigernde Wirkung 
der Proben nahm vielmehr entsprechend der verflossenen Zeit mehr 
und mehr ab, jedoch erheblich langsamer als gleich alkalische serum- 
freie Lisungen. Serum hemmt also die Zersetzung. Die Ursache fiir 
diese Hemmung kann nicht, wie T'rendelenburg') friiher vermutete, 
in einer Bindung des Sauerstoffs an Bestandteile des Serums beruhen, 
sondern es mu sich bei ihr, da das Serum auch bei dauernder Durch- 
spilung mit Sauerstoff einen relativen Schutz verleiht, um eine 
Hemmung der Oxydation durch das Serumeiwei® handeln. 


3. Kolorimetrische Wirksamkeit von adrenalinverwandten Substanzen im 
Vergleich mit Adrenalin. 


Da die chemischen Reaktionen, die im Kérper zum Aufbau des 
Adrenalins fiihren, noch ganz unbekannt sind, lassen sich iiber die 
Vorstufen des Adrenalins nur Vermutungen aubern. 


1) P. Trendelenburg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 68, 161, 1910. 
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Ziemlich allgemein denkt man in erster Linie an das Tyrosin als Aus- 
gangsmaterial, aber irgend eine experimentelle Stiitze fiir diese Annahme 
besteht nicht. Es ware denkbar, daB das Tyrosin, ehe die Seitenkette zur 
Adrenalinseitenkette ausgebaut wird, am Kern oxydiert wird. Die dadurch 
entstehende Brenzkatechinaminosaiure, das Dioxyphenylalanin 


OH 
OH 


CH,.CH(NH,). COOH 


ist zwar im tierischen Organismus noch nicht gefunden worden; Guggen- 
heim") konnte sie aber aus Pflanzen isolieren und bei der pharma- 
kologischen Untersuchung feststellen, da®B sie praktisch wirkungslos ist. 
Vorausgesetzt nun, da diese Aminosaéure eine Vorstufe des Adrenalins 
ist — und diese Annahme ist durch die Versuche von Bloch?) gut gestiitzt 
und vorausgesetzt, daB sie in der Nebenniere enthalten ist, so ist sicher, 
daB ihre Anwesenheit auf das Ergebnis einer pharmakologischen Adrenalin- 
auswertung ohne EinfluB wire, waihrend es sehr wahrscheinlich ist, daB sie 
als leicht oxydable, gut reduzierende Substanz von Polyphenolcharakter 
die Adrenalinfarbreaktionen gibt. 





Da®B dies tatsichlich der Fall ist, zeigen die folgenden drei Ver- 
suchsreihen, in denen aiquimolekulare Lésungen von Adrenalin, Dioxy- 
phenylalanin (Chemische Werke Grenzach) und Brenzkatechin mit 
der Folinschen Methode, mit der Eisenchloridmethode und mit der 
Sublimatmethode ausgewertet wurden. 





Versuch 3. Nach Zusatz von Folinschem Reagens zu gleichen Mengen 
der 3 Lésungen betrug die Farbintensitaét, gemessen mit einem Dubosgschen 
Kolorimeter: 


bei der Adrenalinlédsung 1: 50000 ... . Ah. See ee 
bei der aquimolekularen Dissiyphenylelauiniioung SI, eee 
bei der aquimolekularen Brenzkatechinl6dsung. . .. . = 50 


Hiernach ist das pharmakologisch unwirksame Dioxyphenyl- 
alanin bei der Kolorimetrie nach Folin fast so wirksam (= */j9) wie 
Adrenalin. 





Versuch 4. Nach Zusatz von je 0,2 cem konzentrierter HgCl,-Losung 
zu je 50 cem der Lésungen, die in dieser Versuchsreihe mit Leitungswasser 
angesetzt wurden, betrug die Farbintensitiat 





bei der Adrenalinlésung 1: 50000 ... . = 100 = 100 
bei der aquimolekularen Gicnnsimaislenintione ss 97T. o= 110 
bei der aquimolekularen Brenzkatechinldsung .. = OO = ? 


(nach 3, nach 10 Min.). 


1) M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276, 1913. 
2) Br. Bloch, ebendaselbst 98, 226, 1917; Br. Bloch und W. Léfjler, 
Deutsches Arch. f. klin. Med. 121, 262, 1917. 
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(Die Dioxyphenylalaninlésung lieB sich mit der AdrenalinlOsung nicht 
genau vergleichen, da bei ersterer der Farbton etwas gelber war. Die Brenz- 
katechinlésung wurde nur etwas gelblich verfarbt.) 

Dioxyphenylalanin hat also auch bei einer Oxydationsfarbreaktion 
nahezu die gleiche Farbekraft wie Adrenalin. 

Versuch 5. Den 3 Lésungen, die wieder mit Leitungswasser angesetzt 
wurden, wird die gleiche Menge stark verdiinnter Eisenchloridlésung zu- 
gesetzt. 

Die Farbintensitat betrug: 


bei der Adrenalinlédsung 1: 50000 ....... 100 100 

bei der aquimolekularen Dioxyphenylalaninlésung 112 : 74 

bei der aquimolekularen Brenzkatechinlésung . . 125 87 
(nach 7, nach 15 Min.) 


Dioxyphenylalanin und Brenzkatechin geben also auf Eisen- 
chloridzusatz zunichst eine etwas kriftigere Farbreaktion als aqui- 
molekulare Adrenalinmengen; spiiter jedoch hat Adrenalin den tieferen 
Farbton. 

Zweifellos werden alle Zwischenstufen, die vom Dioxyphenyl- 
alanin zum Adrenalin fiihren, ebenfalls die Fihigkeit haben, die hier be- 
nutzten Farbreaktionen in annihernd der gleichen Stirke wie Adrenalin 
zu geben. Pharmakologisch sind sie dagegen, soweit sie bisher unter- 
sucht wurden, dem Adrenalin wesentlich unterlegen. 

Es ist also zu vermuten, da sich bei der kolorimetrischen Aus- 
wertung von Nebennierenausziigen, auch wenn diese keine Zersetzungs- 
produkte des Adrenalins enthalten, héhere ,.Adrenalin‘‘werte ergeben 
als im Blutdruckversuch. 

Folin, Cannon und Denis geben zwar an, dab die mit ihrer Methode 
erhaltenen Adrenalinwerte sich sehr gut mit den im Blutdruckversuch 
gewonnenen deckten. Aber Denis gibt recht erhebliche Differenzen 
an, wenn er Rindernebennieren nach Folin und im Blutdruckversuch 
auswertete, und zwar ergab die kolorimetrische Methode 33 baw. 


38°% zu hohe Werte. Er fand: 


a) nach Folin 60mg, im Blutdruckversuch 45 mg, 
a 3 S| re . 87 


Es soll die Aufgabe weiterer Versuche!) sein, zu entscheiden, 
ob die Folinsche Methode, den Angaben ihrer Erfinder entsprechend, 
bei der Auswertung von Nebennierenausziigen die wahren Adrenalin- 
werte anzeigt, oder ob sie, wie nach den Angaben von Denis und den 
Ergebnissen dieser Arbeit zu vermuten ist, viel zu hohe Werte anzeigt 
und deshalb nur von sehr bedingter Brauchbarkeit ist. 


1) Uber diese Versuche wird B. Frowein in dieser Zeitschrift demnachst 
berichten. 


— 
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Zusammenfassung. 

1. Die zurzeit meist verwandte kolorimetrische Methode des 
Adrenalinnachweises nach Folin ist bei der Auswertung teilweise zer- 
setzter Adrenalinlésungen nicht brauchbar; sie ergibt zu hohe Werte. 

2. Wahrscheinlich geben die kolorimetrischen Methoden der 
Adrenalinauswertung bei der Priifung von Nebennierenausziigen sehr 
ungenaue Ergebnisse; der Gehalt an Adrenalinvorstufen verursacht, 
da die Messungen zu hohe Werte liefern. 

3. Bei der oxydativen Zersetzung von Adrenalin nimmt die pharma- 
kologische Wirksamkeit des Adrenalins, entgegen den Behauptungen 
von v. Groer und Matula, nicht zu. 
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Abhingigkeit der Calciumionisation von der Bicarbonatmenge 
in physiologischer Salzlésung und im Serum. 


Von 
Helmut Maiweg. 
(Aus dem pharmakologischen Institut zu Rostock.) 
(Eingegangen am 28. August 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Hamburger und Brinkman!) haben unlaingst die Ansicht ent- 
wickelt, daB fiir die Héhe der Calciumionenkonzentration im Blute 
die vorhandene H-lonenkonzentration und die Bicarbonationen- 
konzentration von maBgebendem EinfluB sei. Im Serum sei die Kon- 
zentration der Ca-Ionen nicht direkt abhingig von der Gesamtcalcium- 
menge, sie werde reguliert von der Reaktion und der Hohe der Bi- 
carbonatkonzentration. Ziehen wir in Betracht, welch weite Schwan- 
kungen in der Reaktion des Blutes und besonders im Bicarbonatgehalt 
des Plasmas unter physiologischen und pathologischen Bedingungen 
vorkommen, so liegt es wohl auf der Hand, welch hohe Bedeutung 
die von Hamburger und Brinkman aufgestellte Gesetzmibigkeit 
haben muB. 

Zu ihrer Ansicht von der Pufferung der Ca-Ionenkonzentration 
durch Reaktion und Bicarbonatgehalt des Blutes gelangen Hamburger 
und Brinkman dadurch, daB sie die von Rona und Takahashi*) fiir die 
Abhingigkeit der Léslichkeit des Calciumcarbonats von der vorhandenen 
Reaktion aufgestellte Gleichung und die experimentell fiir diese er- 
mittelten Zahlenwerte auf die im Blute bestehenden Verhiltnisse tiber- 
tragen. Rona und Takahashi stellen fest, dab die Léslichkeit des Calcium- 
[Ca™][HCOs] _ k 

(H] ie 
ihren Ausdruck findet, und bestimmten den Wert fiir k experimentell, 


carbonats bei verschiedener Reaktion in der Gleichung 


1) H. J. Hamburger und R. Brinkman, diese Zeitschr. 88, 97, 1918; 
R. Brinkman, Ebendaselbst 95, 101, 1919; R. Brinkman und E. van Dam, 
Proc. Kon. Akad. van Wetensch. Amsterdam 32, Nr. 7 u. 8. 

2) P. Rona und D. Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370,1913. 
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indem sie zu der gleichen Menge einer Natriumbicarbonatlésung gleiche 
Mengen einer Calciumchloridlésung und wechselnde Mengen Salzsiiure 
zugaben und nach Absetzen des Bodenkérpers sowie mehrtiigigem 
Schiitteln und Stehen die Systeme analysierten. Sie fanden, daB k 
bei 18° etwa 350 betragt. Weiter wiesen sie darauf hin, daB im Blut- 
serum weit mehr Calcium (statt etwa 3 bis 4mg CaO = 17 mg) gelést 
enthalten ist, als sich aus der Blutreaktion, der Blutbicarbonatkonzen- 
tration und jenem Wert k& berechnet, und sie schlieBen aus weiteren 
Versuchen, in denen sie die relativ vollkommene Dialysierbarkeit 
des Blutcalciums nachwiesen — nur etwa 25 bis 35° des Gesamt- 
calciums ist nicht dialysabel, also wohl an Eiweif’ gebunden!) —, ,,dah, 
falls der geeignete Bodenkorper fehlt, unter den im Serum vorhandenen 
Bedingungen der H- und HCO,-Konzentration das Calciumhydro- 
carbonat iibersittigte Losungen von grober Bestindigkeit zu bilden 
befiihigt ist’. Diese Tatsache beachten meines EKrachtens Hamburger 
und Brinkman nicht geniigend, wenn sie die von Rona und Takahashi 
fiir das System: Loésung + Bodenkérper aufgestellte Gleichung auf 
das System: tbersattigte Lésung ohne Bodenkérper iibertragen und 
die oben genannten Schliisse ziehen. Nach Leitfihigkeitsmessungen, 
die Kohlrausch*) an iibersattigten Lésungen anstelite, miissen wir uns 
vorstellen, da in einer iibersittigten Lésung die Dissoziation der 
gelésten Salze zwar relativ geringer ist als in der gesiittigten, da 
der Dissoziationsgrad ja mit steigender Konzentration des Salzes 
abnimmt, daB aber die absolute Konzentration an Anion und Kation 
eine viel héhere ist als in der gesittigten Lésung. Denn es ergibt sich 
eben aus der Leitfihigkeitsmessung, daB das Mehr an geléster Substanz 
in der iibersittigten gegeniiber der gesittigten Lésung keinesfalls nur 
auf undissoziierte Molekiile entfallt. Wird in einer iibersittigten 
Lésung die Anionenkonzentration vermehrt, so wird die Konzentration 
des Kations, sofern der Ubersittigungszustand nicht gestért wird, 
d. h. kein Bodenkérper ausfallt, nur wenig absinken (infolge Zuriick- 
drangung der Dissoziation). Die fiir das System Lésung + Boden- 
kérper aufgestellten Gesetze diirften nur dann in Anwendung gebracht 
werden, wenn es zur Niederschlagsbildung kame. 

Ich erwartete deshalb, da®B in einer die Plasmasalze enthaltenden 
Lésung bei Vermehrung der Bicarbonatkonzentration héchstens eine 
geringe Abnahme der Ca-lonenkonzentration erfolgen wiirde, und da 
diese lange nicht so stark sein wiirde, als es nach der von Hamburger 
und Brinkman herangezogenen Gleichung von Rona und Takahashi 
der Fall sein miiBte. Zur Entscheidung der Frage habe ich im folgenden 


1) P. Rona und D. Takahashi, diese Zeitschr. 31, 337, 1911; A. R. 
Cushny, Journ. of Phys. 58, 391, 1920. 
2) Fr. Kohlrausch, Gesammelte Abhandl. 2, 174, 1087, 1209, 1911. 
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auszugsweise wiedergegebene Froschherzversuche angestellt. Das 
Froschherz diente mir, ahnlich wie es T'rendelenburg und Goebel!) ver- 
wandten, als Indikator fiir die Calciumionisierung der Versuchslésungen. 
(Bekanntlich ist noch keine Methode des elektrometrischen Nachweises 
der Ca-Ionenkonzentration bekannt.) 

Die erste Versuchsreihe wurde mit Salzlésungen angestellt, die 
gleichen Gehalt an H-lonen, an Gesamt-K und Gesamt-Ca, aber teils 
reichlich, teils wenig NaHCO, enthielten. Die NaCl-Menge wurde 
so berechnet, da in den bicarbonatarmen Lésungen die Differenz 
durch ein Mehr an NaCl ausgeglichen wurde. Die zunichst alkalischere 
Reaktion der bicarbonatreicheren Lésung wurde durch Zusatz von 
CO,-gesiittigter bicarbonatreicher Lésung auf die Reaktion der bi- 
carbonatarmen Lésung gebracht (m-Nitrophenol oder Neutralrot als 
Indikator), pg wurde kolorimetrisch nach Michaelis gemessen. 

Um einen Anhalt iiber die Empfindlichkeit des verwendeten 
Froschherzens gegen Herabsetzung der Ca-lonenkonzentration zu 
gewinnen, wurde schlieBlich eine bicarbonatarme, aber CaCl,-freie 
Lésung hergestellt, die mit der gleichen, Ca-haltigen Lésung so gemischt 
wurde, da ein Ca-Mangel des gewiinschten Grades erzielt wurde. 

Die Salze wurden in destilliertem Wasser gelést, das durch Kochen 
kohlensiurefrei gemacht worden war, dann wihrend etwa 20 Minuten 
mit Sauerstoff durchstrémt worden war. Die Lésungen wurden durch 
ein vorgelegtes Natronkalkrohr gegen Kohlensiiurezutritt geschiitzt. 
Die Versuche am Froschherzen wurden zum Teil sofort nach der Mischung 
der Lésungen angestellt, zum Teil lie® ich diese in vollig gefiillten 
und luftdicht verschlossenen Flaschen zunichst langere Zeit stehen, 
damit sich das Gleichgewicht einstellen konnte. Alle Versuche — 
ihre Zahl betrug iiber zehn — verliefen gleichsinnig. Ich fiihre folgende 
Beispiele an: 

Versuch 1. Die Zusammensetzung der Lésungen ergibt sich aus 
folgender Ubersicht: 





6% 0,5° 1,7 % 44% CaCl 
NaCl KCL NaHCO, | krist. Aqua dest. 
TEED as, Se eciccim ocl, oe 6.0 10,0 18 72,2 
" Say core ae 11,8 6.0 1.0 18 79.4 
de ie tails Sahih eta 11.8 6.0 1.0 — 79.4 


(Die NaHCO,-Lisung war mit einem Gemisch von etwa 10° CO, in 
Luft geschiittelt worden.) 

Lésung 1 enthielt also 10 mal so viel Bicarbonat wie Liésung 2, die 
Reaktion war bei beiden Lésungen gleich, niimlich py = 7,35. Nach 
sechsstiindigem Stehen wurden die Lésungen an einem ausgeschnittenen 
Esculentenherz gepriift. 


1) G. Trendelenburg und W. Goebel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm, 
89, 171, 1921. 
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Wie die Abb. 1 zeigt, war an den Amplituden der Kontraktionen des 
Froschherzens bei Austausch der bicarbonatreichen Lésung gegen die 
bicarbonatarme Lésung eine geringe Abnahme festzustellen. 





Abb. 1. 
und 3 = bicarbonatarme Lésung mit gleichem Ca-Gehalt, 
und 5 = bicarbonatreiche Losung ,, ” 


= bicarbonatreiche Lésung mit 50 % Ca, 
8 und 10 = bicarbonatreiche Lésung, 

= bicarbonatarme Lésung mit 70% Ca, 
: ce ~ » 80% Ca. 


re 


Ware die Annahme von Hamburger und Brinkman in vollem 
Umfange giiltig, so hiitte bei Lésung 1 die Kontraktionshohe eine viel 
geringere sein miissen, denn in ihr ist der Bicarbonatgehalt zehnmal 
so hoch, also wiire eine Ca-Ionisation von nur 10% des in Lésung 2 
vorhandenen Betrages zu erwarten gewesen. Bei Vergleichen der 
bicarbonatreichen Lésung 1 mit bicarbonatarmer Lésung, deren 
Ca-Gehalt auf 50, 70 bzw. 80%, erniedrigt war, ergibt sich, daB die 
bicarbonatreiche Lésung etwa ebenso wirkte wie die bicarbonatarme 
Losung mit 20 bis 30 °%.- Ca-Defizit. 

Versuch 2. Gleiche Anordnung wie in Versuch 1, nur war der CaCl,- 
Zusatz zu Lésung 1 und 2 nicht wie oben 2,0 cem, sondern nur 0,9 cem und 
py der 3 Lésungen betrug 7,5. 

Aus Abb. 2 ergibt sich, daB die Kontraktionshéhen bei. Kinwirken der 
bicarbonatreicheren Lésung etwas niedrigere waren, als in der bicarbonat- 
armen Liésung. Durch Vergleich mit Mischungen der Lésung 2 und 3 ergab 
sich, daB die Differenz schwand, wenn Lésung 1 mit einer bicarbonatarmen 


Lésung, die nur 80% der in jener vorhandenen CaCl,-Menge enthielt, ver- 
glichen wurde. 


In weiteren Versuchen, in denen teils mit noch schwiaicherem 
CaCl,-Gehalt (bis auf 4 des in Versuch 1 angegebenen Wertes) ge- 
arbeitet wurde, teils die Reaktion auf etwas andere Werte (bis zu pq 7,8) 
eingestellt wurde oder in denen schlieBlich noch langere Zeit vergangen 
war (bis 24 Stunden), ergab sich tibereinstimmend: in der bicarbonat- 
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armeren Lésung sind die Kontraktionen des Froschherzens, wenn 
iiberhaupt, nur sehr wenig erhéht gegeniiber dem Versuch mit Speisung 
durch eine zehnmal bicarbonatreichere Lésung. Letztere zeigt keinen 
Unterschied mehr gegen die bicarbonatarmere Lésung, wenn deren 
Calciumgehalt um héchstens 20 bis 25% vermindert wurde. Ich schlieBe 
daraus, dafsi eine Vermehrung der Bicarbonationenkonzentration in 





Abb. 2. 
2 und 4 bicarbonatreiche Lésung, 
1 und 5 = bicarbonatarme Lésung von gleichem Ca-Gehalt, 
3 = bicarbonatarme Lésung mit 80%) Ca, 
0 50%, Ca. 


einer physiologischen Salzlésung die lonisation der darin enthaltenen 

Caleiumverbindungen nur sehr wenig herabdriickt, viel weniger als 

nach der Theorie von Hamburger und Brinkman zu erwarten wire. 
In einer zweiten Versuchsreihe wurde Serum verwandt. 


Dieses wurde zunichst durch Verdiinnung mit destilliertem Wasser im 
Verhaltnis 10: 13 froschisoton gemacht. Ein Teil des Serums wurde sodann 
mit 2 bis 4% Normalsalzsiure versetzt und durch Evakuieren die Kohlen- 
saure entfernt. Dann folgte Sattigung mit CO,-Luft oder -Sauerstoff- 
gemisch, Bestimmung des Kohlensiuregehaltes nach Barcrojt, sowie der 
Reaktion. Fiir die Reaktionsbestimmung wurden in das _ paraffiniiber- 
schichtete Serum Kollodiumsiackchen aus Schoringschem Celloidin gehangt, 
die mit ausgekochter physiologischer NaCl-Lésung gefiillt wurden. Der mit 
Paraffin bedeckte Inhalt wurde kolorimetrisch nach Michaelis ausgewertet. 
Die py der Proben betrug. in den verschiedenen Versuchsreihen 7,0 — 7,4, 
der CO,-Gehalt 5 — 20 Volumprozent (= Serum 2). Alsdann wurde 
eine Serumprobe jeweils mit so viel CO,-gesattigtem (froschisotonen) Serum 
versetzt, bis py mit der bicarbonatirmeren Probe tibereinstimmte (Neutral- 
rot als Indikator), und die Gesamtkohlensaéure dieser Probe bestimmt 
(= Serum 1). Alle Proben wurden unter Paraffin oder in vollkommen ge- 
fiillten, geschlossenen Flaschen aufgehoben, in der Regel erfolgte die Priifung 
am Froschherzen erst nach mehrstiindigem Stehen. 

Ich stellte mir also je zwei froschisotone Serumproben dar, die gleiche 
Reaktion aber verschieden hohen Bicarbonatgehalt hatten. Serum 1 war in 
den verschiedenen Versuchen 3 bis 10mal, meist etwa 7mal so kohlen- 
siturereich wie Serum 2. 

Ich gebe aus den zahlreichen Versuchen folgende Beispiele wieder: 

Versuch 3 (s. Abb. 3): 


Serum | enthielt 72,5 Volumprozent CO,, py = 7,2 
Serum 2 ro 9,9 re CO., po = 7,2 

Serum 1 enthielt also dreimal so viel CO, wie Serum 2. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 20 
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Am Froschherzen (48 Stunden spater) bewirkte das Serum 2 etwas 
héhere Kontraktionen als Serum 1, die Unterschiede waren gering. 
Versuch 4. Serum 1 enthielt 60,2 Volumproz. CO,, pay = 7,05 
Serum 2 pe a CO,, pu = 7,05 


Serum | enthielt also dreimal so viel CO, wie Serum 2. 





Abb. 3. 
2 und 4 = Serum mit 72,5 Vol.s°\y COs, 
ou. 5 ” » 99 » lp 


Nach 22 Stunden Priifung am Froschherzen. Die Kontraktionshéhen 
bei Speisung mit Serum 2 sind ein wenig héher als bei Speisung mit Serum 1. 
Versuch 5 (s. Abb. 4): 
Serum 1 enthielt 84,5 Volumprozent CO,, py 7,06 
Serum 2 94 hh i CO,, pu 7,06 
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Abb. 4. 
Serum 1 mit 84,5 Vol.«"\) CO, und 
Serum 2 mit 17,8) ,,  % COv. 


Serum | enthielt also etwa fiinfmal so viel CO, wie Serum 2. Trotzdem 
wirkten beide Proben auf das Froschherz (nach vierstiindigem Stehen) 
gleich stark ein. 

Die Serumversuche fiihrten also iibereinstimmend zu dem Er- 
gebnis, daB durch Verminderung der Bicarbonatkonzentration im Serum 
auf ¥ bis 1/,) des Normalwertes héchstens eine sehr geringe Zunahme 
der Calciumionenkonzentration bewirkt wird. Auch diese Versuchs- 
reihe scheint mir also zu beweisen, daB die Anwendung der von Rona 
und Takahashi fiir die Léslichkeit des Calciumbicarbonats bei Gegen- 
wart des Bodenkérpers aufgestellten Formel auf iibersittigte Calcium- 
carbonatlésungen, wie sie in dem Blute vorliegen, nicht berechtigt ist. 

Meine Versuchsergebnisse weisen darauf hin, da entgegen der 
von verschiedenen Autoren aufgenommenen Theorie von Hamburger 
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und Brinkman die lonisation der Calciumverbindungen des Blutes 
von der Héhe des Bicarbonatgehaltes relativ wenig beeinfluBt wird 
Kine geringe Besserung der Dissoziation wurde bei Herabsetzung des 
Bicarbonatgehaltes, d. h. also bei kiinstlich erzeugter starker Azidose 
heobachtet. Diese geringe Vermehrung der Ca-lonisierung diirfte 
wohl die Ursache dafiir sein, dah, wie verschiedene Autoren angeben. 
die Erscheinungen der Tetania parathyreopriva, an denen das starke 
Absinken der Calciumionisation sicher Anteil hat, durch Infusion von 
Siure gebessert werden kénnen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde die Abhangigkeit der Calciumionenkonzentration in 
Salzlésungen und Serum von der Hohe der Bicarbonationenkonzen- 
tration am ausgeschnittenen Froschherzen verfolgt. 

2. Die Abhiangigkeit findet nicht, wie Hamburger und Brinkman 
[Ca“] [HCOg] 
[H] 
Formel wurde von Rona und Takahashi fiir das System: Lésung 
+ Bodenkérper aufgestellt und kann nicht iibertragen werden auf 
das System: iibersittigte Lésung ohne Bodenkérper, wie sie das Blut 

(iibersittigte Lésung von Calciumcarbonat) darstellt. 

3. Der Einflu® einer Anderung der HCO,-Konzentration auf die 
Hohe der Calciumionenkonzentration ist ein viel geringerer, als die 
genannte Formel verlangen wiirde. Diese Feststellung gilt sowohl fiir 
tingerlésung wie fiir Serum. In einer bicarbonatarmen Ringerlésung 
bewirkt Vermehrung der Bicarbonatkonzentration auf das Zehnfache 
eine Zuriickdringung der Calciumionenkonzentration um héchstens 
20 bis 30%. 


vermuteten, ihren Ausdruck in der Formel k. Diese 
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Uber die Produkte 
prolongierter tryptischer Verdauung des Caseins. 


Von 


Sigmund Friinkel und Katharine Gallia. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Hingegangen am 2. September 1922.) 


In zwei Arbeiten aus diesem Laboratorium von Sigmund Frdnkel 
und Emil Feldsberg'), ferner von Sigmund Frdnkel und Paul Jellinek*) 
wurde gezeigt, daB bei der Einwirkung von Trypsin auf EiweiB sehr 
merkwiirdige Prozesse vor sich gehen, wenn erst die Hauptfunktion 
des Trypsins, die Lésung der siiureamidartigen Bindungen zwischen 
den Aminosiiuren des Eiweibes beendet ist. Die bisher bekannten 
Funktionen des Trypsins, in neutraler oder alkalischer Lésung Eiweif 
bis zu den letzten Aminosiuren abzubauen, wobei die vollstindige 
Aufspaltung des EiweiBes erst durch Erepsin durchgefiihrt wird, fiihrte 
bekanntlich zur Auffindung des T'ryptophans. Diese Aminosiiure, das 
f-Indoiylalanin, verrat ihr Freiwerden durch die schon von Nencki 
beschriebene Reaktion mit Bromwasser in der Verdauungslésung §). 
Wenn man aber nicht auf der Héhe der Verdauung mit Trypsin die 
Verdauung abbricht, sondern sie noch weiterlaufen laBt, so bemerkt 
man, das die Tryptophanreaktion mit Bromwasser immer mehr ab- 
nimmt, bis sie schlieBlich, wenn man etwa 50 Tage verdaut, tiberhaupt 
verschwindet. Es waren nun einige Méglichkeiten gegeben, auf denen 
das Verschwinden der Bromreaktion beruhen konnte. Es ist aber in 
den vorausgegangenen Untersuchungen aus diesem Laboratorium 
gezeigt worden, dal} das Verschwinden auf einer neuen Funktion des 
tryptischen Ferments oder eines es begleitenden Ferments beruht, 
auf der Anhydrase, welche die Faihigkeit hat, zwei Tryptophanmolekiile 
in der Weise zu kondensieren, daB die beiden Karboxylgruppen unter 
Wasserabspaltung ein Anhydrid geben. Dieselbe Beobachtung konnte 
auch beim Studium einer anderen, aus diesem Verdauungsgemisch 


1) Diese Zeitschr. 120, 218, 1921. 
2) Ebendaselbst 130, 592, 1922. 
3) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 560, 1895. 
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gewonnenen Substanz gemacht werden, beim |-Tyrosin, welches sich. 
analog dem Tryptophananhydrid, in das Tyrosinanhydrid verwandelt 
hatte. Beide Kérper konnten auf relativ einfache Weise aus dem 
tryptischen Verdauungsgemisch isoliert werden. 

Die Anhydrasewirkung, welche im hiesigen Laboratorium fest- 
gestellt wurde, unterscheidet sich aber, wie Carl Newberg!) auseinander- 
setzte, durchaus von der Wirkung der von ihm festgestellten Carboli- 
gase, welche die Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung durchzufiihren ver- 
mag. Sehr auffallig ist die Wirkung dieser Anhydrase nach folgender 
Uberlegung : 

Wenn man Glykoside mit Fermenten spaltet, so sieht man, dais 
Fermente, welche die @-Reihe der Glykoside aufspalten, nicht diese. 
sondern die B-Reihe aufbauen kénnen, und umgekehrt, die, welche die 
B-Reihe der Glykoside aufspalten, die «-Reihe aufbauen. Nun ist das 
Trypsin ein Ferment, welches die siureamidartige Bindung der Amino- 
siuren, der einfachsten Bausteine des Eiweibes, hydrolysierend lost. 
Die Anhydrase, deren Wirkung hier gefunden wurde, fiihrt aber die 
Anhydridbildung an den Carboxylgruppen durch, nicht aber die Kuppe- 
lung von Carboxyl- und Aminogruppen, so daB die reversible (konden- 
sierende) Reaktion des Ferments einen vollig anderen Gang gebt. 
Ganz besonders auffallend ist aber bei der Bildung der Anhydride, 
da8 in beiden Fallen, Tyrosin und Tryptophan, aus diesen linksdrehenden 
Aminosiiuren rechtsdrehende Anhydride entstehen, eine Beobachtung. 
die erst in der vorliegenden Arbeit ihre teilweise Erklarung findet. 
da ja die Frage zu lésen war, ob das Anhydrid des |-Tyrosins rechts- 
drehend ist, oder ob eine Waldensche Umlagerung hier zu sehen ist, 
eine Frage, deren Lésung durchaus nicht so einfach erschien. 

Die Frage, ob die Anhydrase ihre Tiatigkeit auf alle Aminosiuren 
oder nur auf die aromatischen oder gar nur auf die zwei beobachteten, 
Tyrosin und Tryptophan, erstreckt, konnte nur durch Untersuchung 
auf breitester Basis, die sich auf siimtliche Verdanungsprodukte des 
Caseins und andere Eiweifkérper bezog, entschieden werden. In der 
Fortsetzung dieser Arbeiten wurde hier gefunden, dali man, ohne das 
in diesem Falle kaum anwendbare Esterverfahren oder ein anderes 
bekanntes Verfahren anzuwenden, auf recht einfache Weise zu einer 
Reihe von Produkten kommt, die von gréBter Bedeutung fiir die 
Erkenntnis der sich in dem Verdauungsgemisch bei der prolongierten 
Verdauung abspielenden Vorgiinge sind. 

Es wurde vorerst bei der weiteren Aufarbeitung der Mutterlaugen 
auf eine sehr einfache Weise racemisches Oxyprolin dargestellt, woraus 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitsehr. 115, 282, 1921: C. Newberg 
und H. Ohle, diese Zeitschr. 128, 610, 1922. 
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geschlossen werden kann, daB die Anhydridbildung beim Oxyprolin 
nicht eingesetzt hat, hingegen aber eine Racemisierung zu sehen ist, 
welche durchaus nicht auf das auBerst schonende Verfahren der Dar- 
stellung zuriickzufiihren ist. Ferner wurde in geringen Mengen eine 
Substanz gefunden, die nach ihren Analysen als Histidinanhydrid an- 
zusprechen ist, eine Substanz, die beweisen wiirde, dab diese hetero- 
zyklische Aminosiure im Gegensatz zum Oxyprolin wieder die An- 
hydridbildung eingeht. 

Von grobem Interesse war aber folgender Fund: Es wurde in 
den Verdauungsprodukten reichlich Ammoniak und Methylamin ge- 
funden, von denen das erstere in genau gleicher Weise zu erkliren ist 
wie das Ammoniak, welches bei der Hydrolyse der Eiweibk6rper mit 
Saiuren entsteht, nimlich als das Ammoniak, welches aus Asparagin 
und Glutamin entsteht, so dab hier die Saureamidbindung nicht zwischen 
einer Aminosaure und einer Aminosiéure, sondern zwischen einer Amino- 
siture und Ammoniak gelést wird. Die Entstehung des Methylamins 
im Verlaufe der tryptischen Verdauung ist wohl nur durch die Auf- 
spaltung des Glykokolls erklirlich, welche Aminosiure unter Verlust 
ihrer Carboxylgruppe in Methylamin iibergeht. Wir sehen also hier, 
daB das Trypsin selbst oder ein das Trypsin begleitendes Ferment 
die Funktion der Decarboxylase hat, eine Funktion, welche ja bei einer 
Reihe von Bakterien bekannt ist, insbesondere bei denen der Colli- 
gruppe und ebenso bei der Entstehung der verschiedenen Basen im 
Secale cornutum, wo aus den verschiedenen Aminosiauren des Eiweibes 
die um einen Kohlenstoff armeren Amine sich bilden. Diese neue 
Funktion der Decarboxylase bei tryptischer Verdauung wurde bis 
jetzt aber nur an dem einen Beispiel, beim Glykokoll, erwiesen. Wir 
sehen an den bisherigen Funden, was fiir reiche Méglichkeiten von 
Xeaktionen schon an den bisher isolierten Produkten erschlossen werden 
konnten. Aber auch priiparativ ergibt sich die Méglichkeit, auf eine 
recht einfache Weise zu sonst schwer erreichbaren Spaltungsprodukten 
des Eiweibes zu gelangen. 

Wir haben es unternommen, in Fortsetzung dieser Arbeiten neue 
Produkte aus den Mutterlaugen der tryptischen EiweiBspaltungs- 
produkte zu isolieren, und es ist uns gelungen, auf sehr einfache Weise 
zu einer Reihe von Produkten zu kommen, von denen in der vorliegenden 
Abhandlung zwei ihrer Methodik und ihrer Bedeutung nach beschrieben 


werden sollen. 


Experimenteller Teil. 


Wir setzten unsere Verdauung mit 500g reinstem danischen 
Casein an. Dieses schwemmten wir in 5 Liter 0,8 proz. Sodalésung auf, 
setzten 2 ¢ Pankreatin zu, schiittelten mit Chloroform und iiberschich- 
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teten mit Toluol, um Faulnis zu vermeiden. Hierauf wurde die Lésung 
im Thermostaten bei 37° 60 Tage lang stehen gelassen. Nach dieser 
Zeit zeigte weder die Lésung noch der Niederschlag Biuretreaktion. 

Nun wurde die Lésung von dem Niederschlag abfiltriert, dieser 
mit Alkohol nachgewaschen, das alkoholische mit dem Hauptfiltrat 
vereinigt und dieses von dem Toluol getrennt. 

Der Niederschlag wurde mehrmals mit Wasser ausgekocht. Beim 
Einengen dieser Auskochwisser kristallisierte das von Frankel und 
Feldsberg gefundene d-Tyrosinanhydrid aus. 

Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure neutralisiert und mit Queck- 
silbersulfat in S5volumproz. Schwefelsiiure gefallt, der Niederschlag 
24 Stunden absitzen gelassen und abfiltriert. Dieser enthielt das Tryp- 
tophananhydrid. Das Filtrat wurde durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff quantitativ vom Quecksilber befreit und der Schwefel- 
wasserstoff mittels Durchleiten von Luft verdrangt. 

Nun wichen wir von unserem in den friiheren Arbeiten getibten 
Verfahren ab, indem wir direkt diese schwefelsaure Lésung mit Phos- 
phorwolframsiiure fallten. Wir verwendeten dazu nicht kaufliche 
Phosphorwolframsiure, sondern ein von uns selbst nach der Methode 
von Winterstein dargestelltes, reines, vollstiindig iitherlésliches Praparat. 
30 g lésten wir in 300 com Wasser und fallten damit das vom Queck- 
silbersulfid quantitativ befreite schwefelsaure Filtrat. Wir setzten 
so lange von dem Reagens zu, bis in einer kleinen Probe des Filtrats 
kein Niederschlag mehr entstand. Nun lieBen wir den Niederschlag 
absitzen und filtrierten von ihm ab. Wir arbeiteten zunichst das 
Filtrat auf, wihrend die Aufarbeitung des Niederschlags in einer 
anderen Arbeit unseres Instituts beschrieben werden wird. 

Das Filtrat wurde mit reinem, umkristallisiertem Baryt neutralisiert, 
dann wurde abfiltriert und durch Einleiten von Kohlensaiure der Uber- 
schuB an Barium niedergeschlagen. Nachdem dieses quantitativ ent- 
fernt war, indem die Lésung unter vermindertem Druck immer wieder 
eingeengt wurde und die Bariumcarbonatniederschlage immer mit 
heiBem Wasser nachgewaschen wurden, bis eine Probe davon beim 
Erhitzen mit Natronkalk in einer Eprouvette kein Ammoniak ent- 
wickelte, begannen organische Kristalle auszufallen. So wie sich das 
AnschieBen von Kristallen bemerkbar machte, wurde jedesmal die 
Destillation sofort unterbrochen, so daB wir beim weiteren Einengen 
der Lésung zu mindestens fiinf Kristallfraktionen gelangten, zum 
Unterschiede von den iiblichen Verfahren, bei denen man meist zu 
sehr schwer aufzuarbeitenden Sirupen gelangte. 

Diese Kristallfraktionen erwiesen sich teilweise als identisch, wie 


im folgenden gezeigt werden soll. 
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d-T yrosin. 

Die erste Kristallfraktion wurde einer mehrmaligen Umkristalli- 
sation unterworfen. Da die Schmelzpunkte sich nur sehr wenig ver- 
anderten, nachdem die Substanz einmal annihernd rein war, waren 
wir gezwungen, (Mikro-)Analysen zu machen. Diese lieBen sich anfangs 
nur schwer auf eine Substanz rechnen, erst nach weiterem Umkristalli- 
sieren kamen wir zu Resultaten, die auf Tyrosin stimmten. 


7,787 mg Substanz 17,038mgCO, 4,474mg H,O 
5,418 ,, = ae a) ae 
2,340 ,, rs 0,164 cem N (26° 749 mm) 
3,082 ,, ne OS87 :5, 5° AST.) 
Berechnet fiir C,H,,NO, (Tyrosin): 
C: 59,64% H: 6,12% IN? 7,08 % 


gef.C: 59,69%, 59,95%, H: 6.43%, 655%, N: 7.87%, 7,79% 


Durch die Analysenresultate erwies sich diese Substanz als T'yrosin 
Es waren schéne weiBe Kristalle, die in Wasser sehr schwer léslich 
waren. Den Schmelzpunkt muBten wir wegen der groBen Zersetzlich- 
keit in einer zugeschmolzenen Kapillare bestimmen; bei raschem Er- 
hitzen schmolz die Substanz unter Braunung gegen 310°. Die Tyrosin- 
reaktionen (Millonsche und Mérnersche Reaktion) fielen  beide 
positiv aus. 

Die Bestimmung der optischen Aktivitat geschah nach der Mikro- 
polarisationsmethode von EH. Fischer!) mit einem groBen Landolt- 
Lippich-Apparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld, mit einem vorgeschal- 
teten groBen Spektralapparat, welcher nur D-Licht durchlaBt. Das 
Polarisationsrohr von 5 cm Linge hat einen inneren Durchmesser von 
1,5 mm und faBt nicht mehr als 0,1 ccm. Es besteht aus weiBem Glas, 
ist aber ganz mit Hartkautschuk bekleidet. Zur Lésung muBten wir 
Salzsiure verwenden; diese hatte die Dichte 1,022. 

Wir lésten 0,01811 g, Gesamtgewicht der Lésung 2,08489 g, Dichte 
der Lésung 1,029. 

Das Mittel aus unseren Ablesungen war 0,08°. Die Temperatur 
26°, also ist [a]>” = +17,91°. 

Als wir nach 10 Tagen von derselben Lésung noch eine zweite 
Ablesung machten, zeigte sich, daB die Drehung auf etwa die Hilfte 
herabgesunken war. Das Mittel aus unseren Ablesungen betrug jetzt, 
allerdings bei einer Temperatur von 22°, nur 0,04°. 

Also [a]p> = + 8,95°. 

Diese Erscheinung la8t sich entweder dadurch erklaren, daB das 
Tyrosin beim langeren Stehen durch die Salzsiure teilweise racemisiert 


1) Abderhaldens Handbuch d. biochemischen Arbeitsmethoden, I. Aufl., 
5, 1, 572 und Ber. d. deutsch. chem.G es. 44, 129, 1911. 
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wurde oder, weniger wahrscheinlich, durch Mutarotation. Bemerkenswert 
ist, da} unser d-Tyrosin eine so hohe Drehung zeigt, waihrend Emi/ 
Fischer stets weniger stark drehendes d-Tyrosin und auch 1-Tyrosin fand 

Das 1-Tyrosin von Emil Fischer, das er aus Casein darstellte, zeigte 


nur {a} — — 12,56, ein anderes [a]*” = — 13,2°. 
1-Tyrosin, das er aus Kartoffelknollen gewann, drehte allerdings 16, 1°, 


was unserem Wert schon niher kommt. Bei der Spaltung von racemischem 
Tyrosin erhielt er d-Tyrosin, von der Drehung + 16,4°; dieses ist aber der 
héchste Wert, der tiberhaupt in der Literatur fiir die Drehung des Tyrosins an- 
gegeben ist'). Diese Spaltung nahm er an synthetischem, optisch inaktivem 
Tyrosin vor, das er iiber die Salze des Benzoyltyrosins mit Brucin und 
Cinchonin gewann. 

Sonst wurde d-Tyrosin auch aus dem d-l-Tyrosin durch Vergarung mit 
Hefe gewonnen*). Natiirliches d-Tyrosin wurde von Lippmann aus Riiben 
sch6Blingen gefunden*), und zwar fand er in einer Lésung von der Konzen- 
tration 1,5068 in Salzsiure von 25%, €p) = + 6,85°. 


d-l-Valin. 

Die zweite und dritte Kristallfraktion erwiesen sich durch Gleichheit 
des Schmelzpunktes und der Analysenresultate als vollstiandig identisch, 
und zwar erwies sich die Substanz als Valin. 

Sie war im Wasser ziemlich leicht léslich und war anfangs gelblich 
gefairbt, wurde aber durch Umbkristallisieren mit Tierkohle nahezu 
farblos. Beim Erhitzen sublimierte sie, ohne zu schmelzen, erst bei 
sehr raschem Erhitzen gelang es uns, im geschlossenen Kapillarrohr 
einen Schmelzpunkt von 290 bis 295° zu bekommen, der ja ungefahr 
mit dem von E. Fischer*) angegebenen Zersetzungsprodukt von 298° fiir 
d-1-Valin itibereinstimmte. Die Substanz zeigte keine optische Aktivitat 


8,345 mg Substanz 15,602 mgCO, 6,969 mg H,O 
5,633 ,, ve a ee S06 s 43 
3,619 ,, a 0,377 cem N (25°, 749 mm) 
2,588 ,, a hy ae (24°, 743 ., ) 
Berechnet fiir C;H,,O,.N (Valin) 
C: 51,25 % H: 9.69% N: 11,96 % 


gef. C: 51,07, 51,24%, H: 9,35%, 9,45%, N: 11,77%, 11,81% 
Wir haben hier eine sehr einfache Methode gefunden, um d-l-Valin 
aus Casein darzustellen. 
d-Valin. 
4. Kristallfraktion. 
Auch diese erwies sich als Valin, hatte aber einen etwas héheren 
Zersetzungspunkt. Im Wasser war sie ebenfalls leicht léslich: im Gegen- 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 3638, 1899. 
*) Diese Zeitschr. 1, 30, 1906. 

3) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 17, 2839, 1884. 
4) Ebendaselbst 39, 2326, 1906. 


ee 








314 S. Frankel u. K. Gallia: 


satz zum friiher gewonnenen Valin zeigte aber ihre Lésung eine deutliche 
Drehung des polarisierten Lichtes nach rechts. 


5,437 mg Substanz 10,224 mg CO, 4,749 mg H,O 


6.871 ss ee 12.008 «. . +s | 
1,644 ,, os 0,170 com N (21° 750 mm) 
1,555 ,, = 0,159 ,, ., (23° 750 ,, ) 


Berechnet fiir C;H,,O,N (Valin): 
C: 51,25 %, H: 9,69 %, N: 11,96% 
gef. C: 51,39%, 51,16%, H: 9,79%, 9,52%, N: 11,82%, 11,60% 


Drehungsbestimmung durch Mikropolarisation. 

Zur Messung der optischen Aktivitat losten wir 0,0165 g Substanz in 
Wasser. Gesamtgewicht der Lésung 1,94350g. Dichte der Losung 1,001. 

Die Ablesung war bei 26° 0,02°, mithin cone = + 4,705°. Emil 
Fischer*) fand bei einer Einwage von 0,3877 g Substanz in 8,0946 g wisseriger 
Lésung bei 20° eine Drehung von + 6,42°. 

Dafiir, da} unser Valin schwacher dreht, ist eine Erklarung darin 
zu suchen, daB es offenbar noch mit Spuren des Racemk6rpers vermengt 
ist; auch ist unsere Temperatur wahrend des Versuches ja bedeutend 
hoher. 

5. Kristallfraktion: (d-Tyrosin). 

Diese zeigte schon in ihrem Aussehen groBe Ahnlichkeit mit der 
ersten Kristallfraktion. Auch war sie schwer léslich in Wasser, wobei 
die schwer benetzbaren Kristalle an der Oberfliche schwammen. Im 
geschlossenen Kapillarréhrchen rasch erhitzt, schmolz sie unter Zer- 
setzung bei 290 bis 300°. Durch die Analvysenwerte erwies sich die 
Substanz tatsichlich als Tyrosin. 

6,425 mg Substanz 14,022 mg CO, 3,704 mg H,O 
3, 


6,088 ,, ses 13,255 ,, * ae 
were. 3; = 0,234 cem N (26° 748 mm) 
2,879 ,, on Cf ae (26° 745 ,, ) 
Berechnet fiir C,H,,NO,: 
C: 59,64%, H: 6,12%, N: 7,73%, 
gef. C: 59,55%, 59.39%, H: 6,45°%, 635%, N: 7,94%, 7,96 %. 


Diese Fraktion zeigte ebenfalls Rechtsdrehung, ihr Drehvermégen 
war aber wesentlich schwicher als das der ersten. 
Es entsprach ungefiihr dem optischen Antipoden, den Emil Fischer aus 


Casein durch Saéurehydrolyse gewann. Er erhielt nimlich unter ungefihr 


: . ‘ ay a 7 
den gleichen Versuchsbedingungen [«];,, = — 12.56°, das ist nur um 4° 


von unserer Drehung bei dieser Substanz verschieden, der durch die ver- 
schiedene Temperatur ausgeglichen sein diirfte, wahrend sonst die Versuchs- 
anordnung ziemlich tibereinstimmt. 


1) BE. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 89, 2325, 1906. 
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Wir fithrten die Polarisation wieder, wie friiher beschrieben, nach der 
Mikromethode von E. Fischer aus. 

Wir lésten 0,01782 g in Salzsiure von der Dichte 1,022, das Gesamt- 
gewicht der Lésung war 1,83082 g, die Dichte der Lésung 1,026. Das 
Mittel aus mehreren Ablesungen war 0,06°, die Temperatur 26°. Dem 

. 26! 
entspricht [«], = + 12,01°. 

Emil Fischer fand fiir das Tyrosin, welches er aus Casein darstellte, 

nahezu den gleichen Wert nach links‘). 


6. Kristallfraktion (d-Valin). 

Die sechste Kristallfraktion war erst stark gelb gefiirbt, sie wurde 
daher mit Tierkohle aus Wasser, indem sie sich ziemlich leicht léste, 
umkristallisiert, dann mubte sie noch drei- bis viermal aus Wasser 
umkristallisiert werden, bis der Schmelzpunkt oder, besser gesagt, 
der Zersetzungspunkt konstant blieb. Bei raschem Erhitzen in der 
geschlossenen Kapillare war er tiber 303°. Die Analysen, die nun aus- 
gefiihrt wurden, ergaben die gleichen Resultate wie die zweite, dritte 
und die vierte Kristallfraktion. 


6,505 mg Substanz 12,196 mg CO, 5,327 mg H,O 
8,596 ,, » 16,100 4, x T5748 oy 9 
2,343 ,, sie 0,239 cem N (25° 749 mm) 
2,518 ,, a 0,2597 ,, 5, (26° 747 ,, ). 
Berechnet fiir C;H,,;O,N (Valin): 
C: 51,25 %, H: 9,69 %, N: 11,96%, 
gef. C: 51,15 %, 51,09 %, H: 10,02%, 9,86%, N: 11,52%, 11,61% 


Hier hatten wir eine gréBere Ausbeute als bei den friiheren Valin- 
fraktionen, da aus der Mutterlauge nach dem ersten Umbkristallisieren 
ebenfalls Valin auskristallisierte, das durch mehrmaliges Umkristalli- 
sieren aus kochendem Wasser, das erste Mal mit Tierkohle, gereinigt 
wurde, bis der Schmelzpunkt iibereinstimmte. 

Wahrend wir in der friiheren Fraktion ein d-Valin gefunden hatten, 
dessen optische Drehung noch nicht der von EF. Fischer gefundenen 
entsprach, hatten wir es hier mit einem d-Valin zu tun, dessen Drehung 
fast doppelt so stark war wie die Drehung des d-Valins von Emil Fischer. 

Emil Fischer*) fand bei einer Einwage von 0,2507 g d-Valin in Wasser, 
Gesamtgewicht der Lésung 7,0495 g, Dichte 1,007, im 2 dm Rohr, bei 20° 
und Natriumlicht 0,46° nach rechts.  Mithin [ay + 6,42° 

Wir fanden bei einer Einwage von 0,01906 g d-Valin in Wasser, Gesamt 
gewicht der Lésung 2,20858 g, Dichte 1,002, bei 26° und Natriumlicht 
0,06° nach rechts, mithin [el + 13,87°. 

Wir haben also beiliufig ein doppelt so stark drehendes d-Valin 
bekommen. Dieses scheint aber sehr empfindlich gegen Racemisierung 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 299, 1902. 
2) Emil Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29, 


2325, 1906. 
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zu sein; denn ein Teil, den wir nochmals umkristallisierten und dabei 
scheinbar etwas zu stark kochten, zeigte sofort eine bedeutend 
schwichere Drehung als unser oben besprochenes Valin, und_ selbst 
als das Valin von Fischer. 

Wir fanden nimlich jetzt bei einer Einwage von 0,049085 g in 
Wasser, Gesamtgewicht der Lésung 2,37940¢, Dichte 1,0016, bei 
22° und Natriumlicht 0,045° nach rechts, also jal?” + 4,356°. 

Dieser Wert ist innerhalb der erlaubten Fehlergrenze gleich dem 
Wert, den wir fiir das als vierte Kristallfraktion besprochene d-Valin 
fanden. 

Jedenfalls ist es sehr interessant, da wir einmal bei einer analysen- 
reinen Substanz eine so hohe Drehung fanden. Es kénnte ja sein, 
daB das d-Valin die Erscheinung der Mutarotation zeigt, denn fiir dic 
zweite Bestimmung wurde die Lésung am Abend bereitet und die 
Polarisation erst am niichsten Tage durchgefiihrt. Aber gerade der 
Umstand, da die optische Aktivitaét mit der friher gefundenen so gut 
iibereinstimmt, bei der eine Mischung mit dem Racemkérper, wie schon 
dort erwahnt wurde, sehr wahrscheinlich war, berechtigt zu der An- 
nahme, daB das d-Valin sehr leicht der Racemisierung unterliegt und 
schon durch lingeres Kochen mit Wasser beim Umkristallisieren  teil- 


weise racemisiert wurde. 


Zusammenfassung. 

Es konnte also in dieser Untersuchung gezeigt werden, das man, 
wie in der Einleitung auseinandergesetzt wurde, bei der Aufarbeitung 
der EiweiBspaltungsprodukte bei der prolongierten tryptischen Ver- 
dauung des Caseins, ohne die bekannten komplizierten Methoden an- 
zuwenden, zu einer Reihe von weiteren Spaltungsprodukten gelangen 
kann, die sich wesentlich von den primiiren Spaltungsprodukten der 
Trypsinverdauung unterscheiden, da beim weiteren Verlaufe die ent- 
standenen Aminosiuren mannigfache fermentative Anderungen er- 
leiden. So wurde vor allem das d-Valin und d-l-Valin, und ferner das 
Tvrosin gefunden und alle ihre Eigenschaften festgestellt. 

Natiirliches d-Tvrosin wurde sonst bisher nur aus Pflanzeneiweil 
isoliert, und zwar aus den bleichen Sch6Blingen ausgewachsener Runkel- 
riiben!), nicht aber aus tierischem Eiweif. 

Wichtig ist, da® unser d-Tyrosin dem absoluten Wert nach starker 
dreht als das starkstdrehende, bisher gefundene d-Tyrosin und 1-Tyrosin. 
Die am stiirksten drehenden natiirlichen Priiparate waren aus Kartoffel- 
knollen und aus Keimpflanzen von Cucurbita-Pepo; diese Priparate 
zeigten in 4 proz. Salzsiure ein Drehungsvermégen bis zu ne = — 16,1". 


1) Lippmann, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 17, 2839, 1884. 
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Bei der Aufspaltung von kiinstlichem d-l-Tyrosin erliielt BE. Fischer 
eine Drehung von [a}y” = + 16,4°. 

Das von uns bei der prolongierten Trypsinverdauung gefundene 
d-Tyrosin zeigte bei dem gleichen Lésungsmittel fa?” = + 17,919, und 
da es einen héheren Drehungswert zeigt als die bisher dargestellten 
optisch aktiven Tyrosine, so muB es auch reiner bzw. gar nicht oder 
weniger mit Racemkérper gemischt sein als die bisher dargestellten. 

Da das d-Tyrosin unter den Verdauungsprodukten des Caseins 
vorkommt, ist ein neues Ergebnis, tiber dessen Bedeutung wir noch 
eine kurze Betrachtung anstellen miissen. Dieses d-Tyrosin kann 
keinen anderen Ursprung haben als das |-Tvrosin, dessen Vorhandensein 
im Casein, wie in den meisten Eiwei®kérpern, ja langst bekannt ist. 
Offenbar geht das 1-Tyrosin in das d-Tyrosin iiber, ein Vorgang, der 
sich auf zwei Arten erklaren laBt: 

1. durch Waldensche Umlagerung: 
2. durch Racemisierung des |-Tyrosins und Spaltung des Racem- 
kérpers in 1-Tyrosin und d-Tyrosin. 

Gegen letztere Erklarung spricht, daB wir das d-l-Tyrosin in der 
trvptischen Verdauungslésung bisher nicht gefunden haben, sondern 
nur d-Tyrosinanhydrid und d-Tyrosin, so daB die gré8te Wahrschein- 
lichkeit dafiir besteht, daB eine Umlagerung von der |-Form in die 
d-Form ohne intermediiire Bildung der Racemform stattgefunden hat. 

Dies war ein analoger Fall zur Waldenschen Umlagerung. Im 
Prinzip hatten wir es dabei mit derselben Umlagerung zu tun, wie 
wenn die Aminosiuren in ihre optischen Antipoden umgewandelt werden, 
und zwar ohne vorher in die Racemform iiberzugehen. 

Unter Waldenscher Umlagerung versteht man bekanntlich den Vor- 
gang der Uberfiihrung einer aktiven Verbindung mit asymmetrischem 
Kohlenstoffatom in ihren Antipoden, ohne daf} man sie zuvor race- 
misiert und die Racemverbindung dann spaltet. Z. B. kann man von 
einer und derselben linksdrehenden Asparaginsiure sowohl zur links- 
drehenden, als auch zur rechtsdrehenden Chlor-Bernsteinsiure gelangen, 
je nachdem man entweder direkt die Aminogruppen mittels Nitrosyl- 
chlorids gegen Chlor austauscht, oder zuniachst die Aminogruppe 
durch Hydroxyl ersetzt und dann das Hydroxyl durch Chlor er- 
setzt. Im ersteren Falle kommt man zur gleichdrehenden Amino- 
siure, also von der l-Asparaginsiure zur 1-Chlor-Bernsteinsiure. Im 
zweiten Falle kommt man von der linksdrehenden Chlor-Bernstein- 
siure zu ihrem eigenen Antipoden, wenn man ihr Chloratom mit 
Hilfe von Silberoxyd gegen Hydroxyl austauscht und dann fiir die 
Hydroxylgruppe mittels der Phosphorpentachloridreaktion wieder 
Chlor einfithrt. Unterwirft man nun aber die so gewonnene d-Chlor- 
Bernsteinsiure denselben beiden Reaktionen, so gelangt man zur 
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|-Chlor-Bernsteinsiure zuriick und hat mithin einen optischen Kreis- 
prozeB vollzogen. 

Es gibt verschiedene Theorien, welche versuchen, die Erschei- 
nungen der Waldenschen Umkehrung zu erkliren. Walden') selbst 
vermutet, daf bei der Einwirkung von Silberoxyd oder dem ahnlich 
reagierenden Quecksilberoxyd auf die Halogensiure ,,lockere inter- 
mediire Additionsprodukte entstehen, und daB bei deren Zerfall 
,intramolekulare Umgruppierungsreaktionen” eintreten, welche die 
Umkehrung der Konfiguration zur Folge haben. Emil Fischer?) stimmt 
der Annahme bei, dafs sich Additionsprodukte bilden. Er halt es deshalb 
fiir wahrscheinlich, weil sich immer mehr die Uberzeugung Bahn bricht, 
daB allgemein, auch bei gew6hnlichen Substitutionsvorgiingen, voriiber- 
gehend Additionen stattfinden, wie es schon Kekule vermutet hat. 
KE. Fischer hat solche Zwischenprodukte wirklich beobachtet, und zwar 
bei der Einwirkung von Brom auf Ester der Aminosiuren; besonders 
das Bromadditionsprodukt des Asparaginsiureesters konnte er in 
kristallisierter Form isolieren und durch Analysen identifizieren. Dicse 
Additionsprodukte erfahren bei der Behandlung mit Stickoxyd die 
Verwandlung in Brom-Fettsiureester. Wie das vor sich geht, ist aller- 
dings noch unklar, aber FE. Fischer halt die Bildung eines zweiten 
Zwischenproduktes fiir wahrscheinlich. 

Bei den freien Aminosiuren liegen die Verhiltnisse ahnlich, denn 
bei der freien Asparaginsiiure erhielt er auch ein kristallisiertes Zwischen - 
Bromadditionsprodukt. Wenn man sich nun vorstellt, daB dieses Brom 
sich in der Wirkungssphire des asymmetrischen Kohlenstoffs befindet, 
etwa in der Art, wie es von A. Werner in den sphiarischen Koordinations- 
formeln angenommen wurde, so laBt sich ein Schema konstruieren, 
bei dem die Waldensche Umkehrung keinen Platzwechsel zwischen 
Gruppen am asymmetrischen Kohlenstoff verlangt, sondern bei der 
Ablésung der Stickstoffgruppe nur eine gleitartige Verschiebung des 
Carboxyls an seine Stelle stattfindet. 

Von dieser Art der Erklarung weicht R. Wegscheider*) ab, indem 
er auf die Annahme solcher Zwischenadditionsprodukte verzichtet. 
Er stellt den Reaktionsverlauf in der Weise dar, daB das Ergebnis 
der Einwirkung als die Wechselwirkung simtlicher Atome der rea- 
gierenden Molekeln aufzufassen ist und daher sowohl durch das Volumen 
und die sonstigen Eigenschaften der Atome, als auch durch die zwischen 
ihnen tiitigen Krafte beeinfluBt wird. Es ist also anzunehmen, dais 
bei diesen Reaktionen auch Molekelteile, die scheinbar nach unseren 
Gleichungen von der Reaktion unberiihrt bleiben, in Wirklichkeit an 

') Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 1850, 189%. 

*) Ebendaselbst 40, 489, 1907. 

3) Monatshefte f. Chem. 28, 98, 1907. 
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ihr teilnehmen und alle im Molekiil vorhandenen Atome in Beziehung 
zueinander treten. Wie Wegscheider im weiteren selbst ausfiihrt, be- 
steht ein Mangel seiner Anschauung darin, da aus der Grundvorstellung 
(ohne Hinzufiigung weiterer Annahmen) nicht abgeleitet werden kann, 
in welchen Fallen und in welchem Umfang abnorme Reaktionen auf- 
treten miissen. SchlieBlich meint er, daB auch in der Annahme von 
Zwischenprodukten dann ein richtiger Gedanke steckt, wenn man die 
Sache so auffaBt, daB die Anordnung der Atome sich zwar voriiber- 
gehend der des Zwischenproduktes naihert, aber noch vor vélliger Er- 
reichung dieses Zustandes eine anderweitige Verinderung erfahrt, wie 
Wegscheider es auch fiir die Wislicenussche Hypothese iiber die Um- 
lagerung der Stereoisomeren mit Doppelbindung ausgefiihrt hat. 

E. Fischer hat das Waldensche Phinomen an Aminosiuren studiert 
und genau bearbeitet'). 

Er fand, da man aus |-Brompropionsiure immer |-Alanin erhielt, 
gleichgiiltig, ob die freie Siure oder ihr Ester mit Ammoniak behandelt 
wird, oder ob man sich der Phthalimidreaktion bedient, um das Brom 
gegen die Aminogruppe auszutauschen. Wenn man aber umgekehrt 
Alanin durch Nitrosylbromid in Brompropionsiure verwandelt, so 
zeigt die entstehende Brompropionsiure entgegengesetzte Richtung, 
je nachdem man vom freien Alanin oder von seinem Athylester ausgeht. 


NOBr 


d-Alanin +» |-Brompropionsiure, 


NOBr 


d-Alaninester +» Ester der d-Brompropionsiure. 


Analog verhalten sich die anderen o-Aminosiuren, so dab hier 
die Umkehrung durch die Anwesenheit von freiem Carboxyl bedingt 
sein dirfte. Eine Ausnahme bildet das Valin; es mu also die am 
asymmetrischen Kohlenstoffatom befindliche Isopropylgruppe eine 
besondere Wirkung auf den Verlauf der Reaktion ausiiben. 

Das Phiinomen der Waldenschen Umkehrung ist so kompliziert, 
daB man es noch nicht abschlieBend in Regeln fassen kann. Es fehlt 
uns noch der Einblick in den sterischen Verlauf gewisser, scheinbar 
ganz einfacher Austauschreaktionen. Wir haben also auch nicht die 
Moglichkeit, aus den Ubergiingen, die durch diese Reaktion vermittelt 
werden, sichere Schliisse auf die Konfigurationsbeziehungen zwischen 
Ausgangssubstanz und Reaktionsprodukt zu ziehen. 

Unter solchen Umstiinden erscheint es den Forschern auf diesem 
Gebiete zunichst auffallig, da in anderen Fiillen, die viel kompli- 
zierter erscheinen, z. B. aus Oxydations- und Reduktionsreaktionen, 
Schliisse auf die Konfigurationen gezogen werden konnten, welche sich 
an einem groBen Versuchsmaterial in geradezu iiberraschender Weise 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 40, 489, 1907. 
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gegenseitig kontrolliert und bestatigt haben; dies gilt besonders fiir 
die Konfiguration der Zuckerarten. Der Grund dafiir ist, daB man 
sich bei diesen Untersuchungen in der Zuckergruppe vorwiegend auf 
solche Reaktionen stiitzt, bei denen die Verinderung nur die nicht 
asymmetrischen Kohlenstoffe betrifft. 


CH,OH CHO COOH 
*CHOH + CHOH * CHOH 
«(HOH __ Reduktion # CHOH — Oxydation . CHOH 
HOH »CHOH + (HOH 

CH,OH (HOH (HOH. 


Man erkennt an diesen Formeln, dais der Teil, welcher die drei 
asymmetrischen Kohlenstoffatome, also den eigentlichen Sitz der 
Stereoisomerie enthalt, an der Veranderung gar nicht teilnimmt. Anders 
steht es bei den Reaktionen, bei denen die Waldensche Umlagerung 
beobachtet wird. Hier erfolgt die Veranderung unmittelbar am eigent- 
lichen Sitze der Stereoisomerie, am asymmetrischen, Enantiostereomeric 
bedingenden Kohlenstoffatom. 

Da bei der einfachen tryptischen Verdauung 1-Tyrosin entsteht. 
bei der prolongierten die Hauptmenge in d-Tyrosinanhydrid iibergeht 
und wir tiberdies einen Teil als d-Tyrosin selbst isoliert haben, so er- 
gibt sich die Anschauung, daf hier eine ganz neue Enzymfunktion 
vorliegt, welche analog der Waldenschen Umlagerung fermentatiy 
1-Tyrosin in d-Tyrosin verwandelt (wir wiirden vorschlagen, ein solches 
Enzym nach Walden ,,Waldenase* zu benennen). 

Durch die Auffindung des d-Tyrosins ist auch eine neue Erklarung 
fiir die Entstehung des d-Tyrosinanhydrids gegeben: es ist namlich 
bewiesen, da} dieses durch Wasserabspaltung aus dem d-T'yrosin ge- 
bildet wird. 

{s sind jetzt in unserem Laboratorium Versuche im Gange, das 
d-Tyrosinanhydrid kiinstlich zu spalten, ohne es zu racemisieren. 

Des weiteren wurde in dieser Arbeit eine neue, sehr einfache Methode 
gefunden, um reines Valin darzustellen, und zwar fanden wir das 
d-l-Valin, dessen Reinheit durch die Analysenresultate und durch den 
Schmelzpunkt, der mit dem von E£. Fischer!) angegebenen gut tiber- 
einstimmt, erwiesen ist. Ferner fanden wir aber auch das d-Valin, 
und zwar auf wesentlich einfachere Methode als dies bei den fritheren 
Darsteliungen der Fall war, auBerdem war unser Priparat, wie die 


1) EB. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 39, 2326, 1906. 
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bedeutend starkere Drehung beweist, viel reiner, als das von E. Fischer 
nach der Estermethode dargestellte d-Valin. 

Ks ist ungemein auffallend, daB wir hier, analog dem Befunde 
von S. Frankel und P. Jellinek beim Oxyprolin, racemisiertes Valin 
finden, beim Valin iiberdies noch die optisch aktive Form. Die Race- 
misierung kénnte ebenfalls fermentativ erklairt werden, es ist aber die 
andere Méglichkeit noch experimentell zu priifen, ob nicht vielmehr 
die verdiinnte sodaalkalische Lésung im Laufe der langen Zeit (wir 
verdauten 60 Tage lang) einzelne leicht racemisierbare Aminosauren 
in die Racemform ganz oder teilweise iiberfiihrt. 

Es wurde in allen bisherigen Untersuchungen iiber die prolongierte 
tryptische Verdauung des Caseins in unserem Laboratorium festgestellt, 
daB das |-T'vrosin vorerst in das d-Tyrosin und dann in das d-T yrosin- 
anhydrid iibergeht. 

Das 1-Tryptophan geht in das d-Tryptophananhydrid iiber. Das 
d-Tryptophan wurde bis jetzt noch nicht isoliert. 

Das 1-Oxyprolin geht in die Racemform iiber. 

Aus den Gruppierungen des Asparagins und Glutamins wird 
Ammoniak abgespalten, das Glykokoll verwandelt sich durch Decarboxy- 
lase in Methylamin. 

Histidin geht anscheinend in das Anhydrid itiber, analog den beim 
Tyrosin und Tryptophan beobachteten Reaktionen. 

Das d-Valin geht zum Teil in die Racemform iiber; die Wirkung 
der Anhydrase erstreckt sich nicht auf diese Aminosiure. 

Bis jetzt konnte die Wirkung der Anhydrase also nur bei zyklischen 
Aminosiuren beobachtet werden. 
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Uber den Tryptophan- und Tyrosingehalt des Himoglobins 
und anderer Blutproteine, 


Von 
U. Kiyotaki. 
(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der 
Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 4. September 1922.) 


Gelegentlich ihrer Untersuchungen iiber den Tryptophangehalt 
verschiedener EiweiBkérper haben O. Fiirth und F. Lieben gefunden, 
daB von ihnen dargestellte Globinlésungen nur eine sehr schwache, 
kolorimetrisch nicht auswertbare Tryptophanreaktion nach Voisenet 
gegeben hatten!), die auf anhaftende Verunreinigungen zuriickgefiihrt 
worden war. Nun hatte aber Abderhalden*) seinerzeit gefunden, dali 
die aus Oxyhdmoglobin durch Trypsireinwirkung gewonnene Ver- 
dauungsfliissigkeit die Tryptophanreaktion mit Bromwasser gab. 
Ferner berichten neuerdings 2. Strauf und Griitzner*), daB eine von 
ihnen aus Haimoglobin gewonnene Globinlésung eine stark positive 
Tryptophanreaktion nach Ehrlich-Rhode gegeben hat. Die weitere 
Erfahrung, da die Voisenetsche Reaktion in stark verdiinnten Lésungen 
unter Umstanden ganz ausbleiben kann, hat bei Prof. O. Fiirth Be- 
denken hervorgerufen, ob nicht etwa das Ausbleiben der Reaktion in 
den von ihm und Lieben untersuchten Globinlésungen durch die allzu 
geringe Konzentration derselben oder durch hemmende Faktoren 
irgendwelcher Art hervorgerufen worden sei. Er hat mich daher mit 
der Aufgabe betraut, den fraglichen Tryptophangehalt des Globins 
einer neuerlichen eingehenden Untersuchung zu unterziehen und im 
Zusammenhang damit auch den T'yrosingehalt desselben unter Ver- 
wertung der von ihm gemeinsam mit W. Fleischmann‘) kiirzlich an- 
gegebenen Methodik*) méglichst genau zu ermitteln und mit dem 


1) O. Firth und Lieben, diese Zeitschr. 109, 124, 1920. 

*) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 491, 1902. 

3) EB. Strauss und R. Griitzner, ebendaselbst 112, 167, 1921. 

4) O. Fiirth und W. Fleischmann, diese Zeitschr. 127, 139, 1922. 
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Gehalte der anderen Blutproteine an Tryptophan und Tyrosin zu 
vergleichen. 


I. Darstellung des Globins. 


Zur Gewinnung des Globins stehen eine Reihe von Methoden zur Ver 
fiigung. Von Pferdeblut als Ausgangsmaterial ausgehend, habe ich zunachst 
zur Darstellung des kristallisierten Himoglobins das Ammonsulfatverfahren 
von F. N. Schulz') gewahlt, dessen Vorziige den alteren Methoden gegeniiber 
(Hoppe-Seyler, Zinoffsky u.a.) ja allgemein anerkannt sind. Auch zur 
Abtrennung des Globins vom Himatin folgte ich zunaichst dem Schulzschen 
Vorgange, wobei ich, ebenso wie viele andere, die Erfahrung machte, dab, 
insbesondere wenn man von konzentrierteren Haimoglobinlésungen ausgeht, 
sich beim Ausschiitteln der mit Salzsiure angesiituerten Haimoglobinlésungen 
mit Alkoholaither die Trennung der Schichten durchaus nicht immer glatt 
vollzieht. 

Diesem Vorgange gegeniiber bietet das Verfahren von B. Robertson*), 
abgesehen von der Kostspieligkeit desselben, meinen Erfahrungen gema8 
keine besonderen Vorteile. Ich erhielt stets nur eine wenig befriedigende 
Ausbeute (héchstens '/,, der in den ausgewaschenen Blutkérperchen tat- 
sachlich enthaltenen Globinmenge entsprechend). 

Neuerdings haben EH. Strauss und R. Griitzner*), vom trockenen Hamo- 
globinpulver (Merck) ausgehend, ein neues Darstellungsverfahren ver- 
6ffentlicht, welches kiirzlich von K. Gldssner*) in diesem Institut modifiziert 
worden ist. Meinen Erfahrungen gemiB bietet dasselbe den anderen 
Methoden gegeniiber den Vorteil gréBerer Bequemlichkeit und besserer 
Ausbeute. ) 

Ich selbst habe mehrfach fiir die Darstellung des Globins folgenden 
einfachen Vorgang gewihlt: 

Wiederholt sorgfiltig mit physiologischem NaCl gewaschener Blut- 
kérperchenbrei wurde durch Zusatz des zwei- bis dreifachen Volumens 
destillierten Wassers hydrolysiert, sodann wurde verdiinntes HCl bis zu 
vollstandigem Farbenumschlag in Braun zugesetzt: weiterhin wurde das 
dreifache Volumen Aceton und eine geringe Menge Pyridin hinzugefiigt. Der 
ausfallende Globinniederschlag wurde abfiltriert und mit Aceton mehrmals 
gewaschen, bis die Waschfliissigkeit farblos abfloB. Der nunmehr blab- 
braunliche Niederschlag lést sich leicht und vollstandig in | proz. Natron- 
lauge. Die Lésung gibt eine sehr intensive Voisenetreaktion fast ohne 
stérende Grundfarbe. 

Oder aber ich ging auch so vor, daB ich die Blutkorperchen wie oben 
hamolysierte und die Himoglobinlésung mit Salzsiure bis zum Farben- 
umschlag in Braun versetzte. Sodann wurde das Globin durch Neutralisation 
mit Ammoniak gefallt, abfiltriert und mit 6fters erneuerten Portionen heiben 
HCl-haltigen Alkohols unter RiickfluBkiihhung (eventuell auch im Soxhlet- 
apparat) extrahiert. Es gelang so, immerhin weitaus die Hauptmenge des 
dem Globin anhaftenden Hamatins zu beseitigen. Die graubriiunliche Masse 
wurde getrocknet und gepulvert. 


1) F. N. Schulz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 469, 1898. 
2) B. Robertson, Journ. of biol. Chem. 18, 1912/13. 
3) E. Strauss und R. Griitzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 167, 1921. 
4) K. Gldssner, diese Zeitschr. 127, 312, 1922. 
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Die Eigenschaften des Globins sind von Preyer'), F. N. Schulz*), 
J. Bang*), W. Huiskamp*), H. Kirchbach®), B. Robertson®) u. a. eingehend 
studiert worden. Charakteristisch ist vor allem die Eigenschaft des Globins, 
aus neutraler oder schwach saurer Lésung durch Ammoniak gefallt zu 
werden. Der Niederschlag list sich in einem geringen UberschuB von 
Ammoniak, um auf Zusatz von Ammoniumchlorid wieder auszufallen. Auch 
ein Zusatz von iiberschiissigem Ammoniak vermag dann diese Fiillung nicht 
mehr zu losen. 

Die von mir dargestellten Globinpriparate stimmten in ihrem quali- 
tativen Verhalten im allgemeinen mit den von anderen Autoren beschriebenen 
Praparaten tiberein. Das Globin geht leicht unter der Einwirkung von 
Alkohol und Ather, insbesondere beim Trocknen in eine koagulierte Modi- 
fikation tiber, wobei seine Leichtléslichkeit in Siaure und Alkohol eine 
erhebliche EinbuBe erleidet. Auch sind Globinlésungen im allgemeinen bei 
neutraler Reaktion nicht haltbar. Werden nach Schulz gewonnene Globin- 
losungen der Dialyse unterworfen, so scheidet sich das Protein in groben 
Flocken oder kolloidal ab; das Ansiuern mit wenigen Tropfen Essigsiéure 
geniigt in diesem Falle, um wieder eine klare Lésung zu erzielen. 


Il. Tryptophangehalt des Globins. 


In bezug auf die Methodik der Tryptophanbestimmung im Globin 
habe ich mich im allgemeinen an die Angaben von O Fiirth und F.. Lieben*) 
gehalten. Als Standardlésung diente mir entweder eine Tryptophan- 
lésung 0,1 %, oder aber eine Gentianaviolettlésung, von der eine 
0,0115proz. Lésung der 0,1 proz. Tryptophanlésung kolorimetrisch 
genau gleichwertig gefunden worden war. Da die Befreiung des Globins 
von hartnackig anhaftenden Himatinresten selten ganz _ vollstindig 
gelingt, machte sich bei Herstellung konzentrierter Globinlésungen 
die braunliche Eigenfairbung derselben oft recht lastig bemerkbar und 
erwies sich bei der Kolorimetrie die Einfiihrung einer Korrektur als 
notwendig. Dieselbe wurde in der Weise bewerkstelligt, da die Probe 
bei Anstellung der Voisenetreaktion geteilt und nur die eine Hialfte 
mit Nitritl6sung versetzt und mit der anderen Halfte verglichen wurde. 
Man konnte so immerhin annihernd feststellen, wie viel von der 
Farbungsintensitat tatsichlich auf die neuaufgetretene Violettfarbung, 
wie viel auf die von vornherein vorhandene Eigenfirbung zu_ver- 
anschlagen sei. 

Dort, wo eine qualitative Farbengleichheit zwischen der zu kolori- 
metrierenden Probe und dem Standard nicht erzielt werden konnte, 


1) Preyer, Pfliigers Arch. f. Physiol. 1, 414, 1868. 

+ 1.0. 

3) J. Bang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 463, 1899. 

4) W. Huiskamp, ebendaselbst 34, 48, 1902. 

5) H. Kirchbach, ebendaselbst 49, 314, 1906. 

68) B. Robertson, ebendaselbst 50, 129, 1907. 

7) O. Firth and F. Lieben, diese Zeitschr. 109, 124, 1920. 
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erwies es sich vielfach als bequemer und genauer, den kolorimetrischen 
Vergleich in Eprouvetten von genau gleichem Durchmesser mit freiem 
Auge (statt mit Hilfe des Dubosqkolorimeters) durchzufihren. Ich 
hielt fiir diesen Zweck eine Serie von 30 genau gleich weiten Reagenz- 
réhren parat, die steigende Gentianaviolettkonzentrationen von 
0,00025 bis 0,05°% enthielten. Diese ,,direkte’* Kolorimetrie und das 
Dubosqkolorimeter ergaben meist ziemlich genau iibereinstimmende 
Resultate, und sicherte dieser Vorgang immerhin vor gréberen Tiu- 
schungen, die sonst leicht unterlaufen kénnen. 


1. Globin nach Schulz. 

a) Nach Schulz hergestellte Globinidsung (N H,-Fallung mit Wasser 
gewaschen, in schwacher Essigsiiure gelést). Die Lésung wurde durch 4 bis 
5tagige Dialyse vollstandig von Essigsiiure befreit; 150 cem am Wasserbade 
eingeengt, vom spiirlichen abgeschiedenen Niederschlag abfiltriert und mit 
H,0 auf 30 cem aufgefiillt. Die Lésung enthielt 0,608 °, N, was 3,6 °, Globin 
(mit 16,9°, N berechnet) entspricht. Die Kolorimetrie ergab fiir das Globin 
einen Tryptophangehalt von 3,06 bis 3,6, Mittel 3,33 °.. 

Dieselbe Lésung, auf einen Globingehalt von 0,4°, verdtinnt, gab nur 
eine spurenweise Andeutung der Voisenetreaktion. Bei einer Verdiinnung 
von 1,0°, Globin wurden bei sehr oftmaliger Ausfiihrung immer viel zu 
niedrige Zahlen (1,2 bis 1,7°,) erhalten. 

Es ergibt sich daraus die wichtige SchluBfolgerung, da bei der kolori- 
metrischen Tryptophanbestimmung in EiweiBlésungen eine untere Grenze der 
Kiweifverdiinnung nicht iiberschritten werden darf. Dieses Verhalten bietet 
auch die Erklirung, warum Fiirth und Lieben, die nur sehr verdiinnte Globin- 
lésungen in Hinden gehabt hatten, zu der irrtimlichen Meinung gelangt 
sind, das Globin sei ein tryptophanfreies Protein. 

b) Globinpriiparat nach Schulz, von einer anderen Praparation her- 
riihrend. Das getrocknete Globin wurde in NaOH 30°, am Wasserbade 
gelést; ein ungelister Rest wurde abfiltriert. Die Lésung enthielt 0,615 °, N, 
was 3,64°/, Globin entspricht. Kolorimetrie: 3,76°/, Tryptophan. 

c) Wie b). Die Lésung enthielt 0,75 °, N, entsprechend 4,44 °, Globin. 
Kolorimetrie: 3,1°, Tryptophan. 

d) Wie b), jedoch Globin von einer anderen Darstellung herrtihrend. 
Losung: 0,518°, N 3,07 °, Globin. —Kolorimetrie: 3,25°, Tryptophan. 

e) Eine neutrale dialysierte Globinlésung wurde am Wasserbade ein- 
geengt; nunmehr wurde die dunkelbraune Flissigkeit mit einer zur voll- 
standigen Ausfillung ungeniigenden Menge Phosphorwolframsaure versetzt 
und filtriert. Das nunmehr schwach gelblich gefarbte Filtrat enthielt 
0,484°, N 2,6°, Globin. Kolorimetrie: 3,28°, Tryptophan. Ein anderer 
analoger Versuch, wobei aber die Losung nicht so stark eingeengt worden 
war, ergab 3,20°, Tryptophan. 


2. Globin nach T. B. Robertson. 


Ein nach der dritten Modifikation des von diesem Autor angegebenen 


4 


Darstellungsverfahrens') gewonnenes Priiparat war braunlich gefarbt und 


1) T. B. Robertson, Journ. of biol. Chem. 18, 460, 1912. 
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ziemlich schwer léslich in Saure und Alkali. Nach Erwarmen mit NaO H 30% 
blieb ein Bruchteil ungelést zuriick und wurde abfiltriert. Loésung: 0,44 °% 
2.6 % Globin. Kolorimetrie: 3,4 
ee ot | 850 Tryptophan. 
3.6 | o . 


3. Globin nach Strauss-Griitzner, Modifikation von K. Gldssner. 


Aus gut gewaschenen Blutkérperchen wurde nach Gldssner Globin 
Die durch Ammoniak ausfallenden Niederschlige erschienen 


gewonnen. 
Lésung: 0,33 % N 


schwach gelblich, das getrocknete Priiparat dunkelgrau. 
= 1,95 % Globin. Kolorimetrie: 4,0 


3,65 °, ‘Tryptophan. 


4, Globin durch Ammoniakalkoholverfahren gewonnen. 

Globin wurde nach dem von mir erprobten, oben (S. 323) beschriebenen 
Verfahren dargestellt. Durch wiederholtes Auskochen mit wiederholt ge- 
wechselten Alkoholportionen unter dem RiickfluBkiihler schien die Be- 
seitigung des Himatins vollstiandiger zu gelingen als mit Hilfe des Soxhlet- 
apparates. Es wurden so nur schwach gefirbte Globinpraparate erhalten. 
Natiirlich hatte dabei das Globin eine weitgehende Denaturierung erfahren; 
trotzdem erwiesen sich die Priiparate im feuchten Zustande leicht in starker 
Natronlauge léslich. Eine solche Lésung enthielt 0,61°, N = 3,6 Globin. 

3,1 
3,4 
4,0 | 
3,8 


Kolorimetrie: 3,9 | 


» 3,64 Tryptophan. 


5. Globin durch Acetonpyridinverfahren gewonnen. 

Das nach dem oben (8.323) von mir gewonnene Globin erwies sich im 
feuchten Zustande leicht schon in schwacher Natronlauge léslich und zeigte 
durchaus das typische, von Schulz beschriebene Verhalten. In den so 
erhaltenen, nur wenig gefarbten Lésungen konnte die Kolorimetrie ohne 
Stérung durch Eigenfairbung in einwandfreier Weise durchgefiihrt werden. 
Lésung 0,63 % N = 3,73% Globin. Kolorimetrie: 3,2 | 

3,5 > 3,5° Tryptophan. 
3.8 | 


6. Globin durch Kombination des Acetonpyridinverfahrens mit der Glassner- 
schen Methode gewonnen. 

a) Erst Acetonpyridinverfahren, dann Vorgang nach Gildssner. 

Lésung in Essigsiure 1% enthielt 0,56% N = 3,3, Globin. 

Kolorimetrie: 3,67 
es } 

3.92 3,8 % Tryptophan. 
b) Eine nach Gldssner gewonnene essigsaure Globinlédsung wurde mit 
dem zweifachen Volumen Aceton unter Zusatz von etwas Pyridin ausgefallt. 
Der erst mit Aceton, dann mit Wasser gewaschene Niederschlag wurde in 
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Essigsiiure 5°, gelést. Lésung: 0,499 N = 2,90°  Globin. Kolorimetrie: 
3,2 ° Tryptophan. 

Kin anderer analoger Versuch, mit Rinderblut ausgefiihrt (bei allen 
beschriebenen Versuchen diente P/ferdeblut als Ausgangsmaterial), ergab 
$5} oar 
Ba 3.5% Tryptophan. 
3,4 | 


7. Kristallisiertes Hamoglobin, 


2 Liter Pferdeblutkérperchen wurden nach Absetzen mit Hilfe einer 
groben Zentrifuge sorgfaltig und wiederholt mit physiologischer NaCl- 
Lésung ausgewaschen. Der Blutkérperchenbrei wurde sodann in H,O 
gelést und die Lésung durch Halbsattigung mit Ammonsulfat zur Kristalli- 
sation gebracht. Die Kristalle wurden abfiltriert und noch einmal um- 
kristallisiert. Es wurden so schén ausgebildete Hamoglobinkristalle ohne 
irgend eine mikroskopisch nachweisbare Beimengung einer amorphen EiweiB- 
substanz erhalten. Dieselben wurden nunmehr wiederholt mit H,O aus- 
gekocht, mit hei§em H,O sulfatfrei gewaschen und getrocknet. Es wurde so 
ein Pulver von sch6n rotbrauner Farbe in der Ausbeute von 1 kg erhalten. 

5 g dieses Pulvers wurden direkt in 50 cem NaOH 30% am Wasserbade 
gelést. Die so erhaltene tiefdunkelbraune Lésung gestattete nach achtfacher 
Verdiinnung die Durchfiihrung einer zumindest schatzungsweisen Voisenet- 
bestimmung unter Anwendung einer Korrektur fiir die Eigenfarbung. Es 
ergab sich so fiir das Hamoglobin ein mittlerer Tryptophangehalt von 3,7 % 
in guter Ubereinstimmung mit den Globinbestimmungen. 





N Darstellungsmethode Tryptophangehalt des Globins Mittel 
ane nach 
ae. ee 38 | 31 | 32 {33 ii 36 
2. B. Robertson .... 3.4 3.6 3,5 
cS E. Strauss - Griitzner- 3.6 | 

Gldsener ..... 4.0 3,4 3,2 4.0 | 34 | 3.6 
4. Ammoniakalkohol- : 

verfahren. ... . 3,9 3.1 3.4 4.0 3.8 3.6 
5. Pyridinacetonver- 

SS Rese eee 3,2 3,5 3.8 3.5 
6. Kombinierte Met hode 

<> Pe 35 

€ rR € 9 2 — es) 

el epee 3,2 J 
» Hamoglobin .... ase =a : 37 


Mittel 3,57 


Wir gelangen sonach zu dem SchluBergebnis, da Himoglobin 
bzw. Globin, verglichen mit den in dieser Hinsicht bisher untersuchten 
Proteinen (s. Fiirth und Lieben, 1. c., S. 146), sich den tryptophanreichen 
Kiweifbkorpern anreiht, wenn es auch noch vom Fibrin und Serum- 
globulin hinsichtlich seines Tryptophangehaltes, der etwa mit 3,6°, 
bewertet werden mag, iibertroffen wird. 
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Ill. Ober die Melanoidinbildung bei der Siurehydrolyse des Globins. 


Kiirzlich sind O. Fiirth und Lieben!) (im wesentlichen mit den 
Resultaten von R. A. Gortner und seinen Mitarbeitern iibereinstimmend ) 
zu dem Ergebnis gelangt, dal} unsere gegenwirtigen Vorstellungen 
iiber das Wesen der Melanoidinbildung etwa folgendermaBen zusammen- 
gefaBt werden kénnen: ,,Die bei der Siaiurehydrolyse von Proteinen 
auftretenden dunkel gefirbten siureunléslichen Kondensationsprodukte 
sind im wesentlichen als U mwandlungsprodukte des Tryptophans (,,Mela- 
noidine’*) anzusehen, denen sich, nach Mafgabe als Kohlehydrat- 
komplexe vorhanden sind, diesen entstammende Humine beimengen 
kénnen. Die Beteiligung anderer Komplexe (z. B. des dem T'yrosin 
entstammenden siaureléslichen ,,Humine’ nach Gortner) diirften nur 
eine nebensiichliche Rolle spielen. Die Reaktion von Vorsenet kann 
sozusagen als Vorstufe der Melanoidinbildung gelten.” 

Es lag also nahe, unsere in bezug auf den Tryptophangehalt des 
Globins gewonnenen Resultate durch das Studium der Melanoidin- 
bildung aus Globin zu erginzen. [Dabei haben wir uns allerdings zu 
vergegenwartigen, dafi das Vorkommen eines Kohlehydratkomplexes 
im Globin vorherhand nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden 
kann *)]. 

1. Versuch. 2g Globin, nach dem Ammoniakalkoholverfahren ge- 
wonnen (s. oben), wurden 6 Stunden lang unter RiickfluBkiihlung mit 
konzentrierter HCl hydrolysiert. Sodann wurde der gréBte Teil der HC! 
durch Eindampfen vertrieben, der Riickstand mit konzentriertem NaO H bis 
zur schwach sauren Reaktion versetzt. Der sich dabei abscheidende feine 
Melanoidinniederschlag wurde nach Erwirmen mit dem gleichen Volumen 
Alkoho! auf einem gehiarteten Filter gesammelt, sorgfaltig mit Wasser 
gewaschen, schlieBlich méglichst ohne Verluste in ein gewogenes Schilchen 
iibertragen, bei 110° getrocknet und gewogen. Die Rohmelanoidinausbeute 
betrug 0,0632 g aus 2g Globin, sonach 3,15 %. 

2. Versuch. 2,0g Globin (nach Strauss-Griitzner-Glassner) wie oben 
behandelt, mit der Abweichung jedoch, dafi der Melanoidinniederschlag in 
einem vorher gewogenen Goochtiegel gesammelt wurde. Melanoidinausbeute 
3,3 %, 

3. Versuch. Wie 2. Melanoidinausbeute 3,2 %. 

1) O. Fiirth und F. Lieben, Uber die Melanoidinbildung bei der Saure- 
hydrolyse von Proteinen und ihre Abhangigkeit von Tryptophankomplexen. 
Diese Zeitschr. 116, 224, 1921. 

*) Vgl. diesbeziiglich G. Mann, Chemistry of Proteids 1906, 8S. 164: 
If after deducting the water, one adds together the carbon, nitrogen and 
oxygen values of the known dissociation-products of Globin, figures are 
obtained with a higher value for C and N and a lower value for O than are 
posessed by Globin. Therefore the most ready explanation seems to be, that 
one or more carbohydrate molecules are contained in the unknown radical 
(Cohnheim). 
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4. Versuch. 2.0 ¢ Globin, aus mehrmals umkristallisiertem Hamoglobin 
nach dem Acetonpyridinverfahren gewonnen; wie 2. Melanoidinausbeute 
8,7 %. 

5. Versuch. 2,0 g Globin nach Schulz, wie 2.; Melanoidinausbeute 3,1 %. 


Es ergibt sich sonach eine Melanoidinausbeute von 
3,3 

3,2 Mittel 33°, 

ga 

r,4 

| 


in recht guter Ubereinstimmung mit dem mittleren Tryptophangehalt 
des Globins (= 3,6°,). Es kann dies als eine weitere Bestitigung 
der einerseits von R. A. Gortner und seinen Mitarbeitern, andererseits 
von O. Fiirth wnd F. Lieben iiber das Wesen der Melanoidinbildung 


begriindeten Anschauungen gelten. 


IV. Uber die Tryptophanabspaltung aus Himoglobin bzw. Globin bei der 
Verdauung. 

Da dem oben Gesagten zufolge das Himoglobin den tryptophan- 
reichen Proteinen zugerechnet werden mul, erschien es uns nicht ohne 
Interesse, ankniipfend an die Versuche von O. Firth und F. Lieben'), 
festzustellen, inwieweit es durch den Verdauungsvorgang gelingt, das 
Tryptophan aus dem Himoglobin- bzw. Globinmolekiil abzuspalten. 

1. Versuch. 500 cem dialysierter Hdmoglobinlésung mit einem EiweiB- 
gehalte von 1,4°%, (etwa 7 g Himoglobin mit etwa 0,25 g Tryptophan ent- 
sprechend) wurden (nach P. Rona, Abderhaldens Arbeitsmethoden 5, 1096) 
mit 500 cem einer Phosphatpuffermischung (je 7 cem Na, HPO, n/15 + 3eem 
KH,PO,n/15, entsprechend p 7,146), mit 1.5 ¢ Trypsin (Kahlbaum) und 

2 1 | . Py | ; 
etwas Xylol versetzt. Nach 3 Wochen im Brutschranke wurde eine Probe 
bei stark HCl-saurer Reaktion mit Phosphorwolframsaure ausgefallt, diese 
aus dem Filtrate mit Baryt, der BarytiiberschuB8 mit CO, entfernt und ein- 


geengt. Es ergab sich nur eine minimale, kolorimetrisch nicht bestimmbare 
Tryptophanabspaltung. 

2. Versuch. 1200 cem einer Globinlésung nach Strauss-Griitzner (Globin- 
gehalt 2,0°, mit 0,7 g Tryptophan analog wie in Versuch 1) verarbeitet. 
Auch hier nur eine minimale Tryptophanabspaltung nachweisbar. 

3. Versuch. Umibkristallisiertes, sulfatfrel gewaschenes, koaguliertes 
Hamoglobin in 500 cem einer Phosphatmischung (s. oben) suspendiert und 
mit einer hochwirksamen Trypsinlésung, die wir der Liebenswiirdigkeit des 
Herrn Hofrats Prof. Ernst Freund verdankten, versetzt. Die N-Bestimmung 
im Verdauungsgemische ergab 2,34°, Himoglobin (entsprechend 0,42 g 
Tryptophan). Nach monatelanger Verdauung war nur eine Abspaltung 
freien ‘Tryptophans, entsprechend 7,2°, der vorhandenen Gesamtmenge, 
konstatierbar. 


1) O, Fiirth und F. Lieben, Uber die Abspaltung des Tryptophans beim 
Verdauungsvorgange. Diese Zeitschr. 109, 153, 1920. 
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4. Versuch. Durch Anlegung einer Jejunalfistel wurde von einem Hunde 
der Darminhalt gewonnen und durch Filtration durch ein mit Kieselgur 
beschicktes Saugfilter von geformten Bestandteilen befreit. 200 ccm einer 
2 Wochen lang dialysierten Hdmoglobin-Lésung (enthaltend 7,64 °% Hiamo- 
globin) wurden mit dem Darmsafte vermischt und zur Verdauung angesetzt 
(Toluol), Nach 3tagiger Verdauung war von dem berechneten Tryptophan- 
gehalte erst 3,3°,, nach einer Woche 4,4%, nach 3 Wochen 5,4% ab- 
gespalten. 

5. Versuch. 300 ccm einer durch Toluolzusatz konservierten dialysierten 
Hamoglobinl6sung wurden mit 30 ccm filtrierten Hundedarmsaftes und nach 
5 Tagen iiberdies mit 15 cem einer hochwirksamen Trypsinlésung angesetzt. 
Nach 3 Wochen ergab sich eine Tryptophanabspaltung entsprechend 18% 
der gesamten vorhandenen Menge. 

Ein Parallelversuch mit Wittepepton unter gleichen Bedingungen ergab 


7 7 0/ 


schon nach 3 Tagen eine Tryptophanabspaltung von 37,7° der gesamten 
vorhandenen Trypsinmenge, was mit den Erfahrungen von Fiirth und Lieben 
(l. c.) tiber tryptische Fibrinverdauung tibereinstimmt. 

Ks ergibt sich sonach, dab das Hdmoglobin bzw. Globin nur schwer 
der tryptisch-ereptischen Verdauung so weit unterliegt, dap das darin 
enthaltene Tryptophan in Fretheit gesetzt wird. 


V. Tyrosingehalt des Hiimoglobins und anderer Blutproteine und seine 
Relation zum Tryptophangehalte, 

Kirzlich haben O. Fiirth und W. Fleischmann') Untersuchungen 
iiber den Vorgang zur Ermittlung des Tyrosingehalts von Proteinen 
mitgeteilt. Es hat sich dabei ergeben, daB die diesbeziiglich auf Grund 
des gravimetrischen Verfahrens gewonnenen Werte viel zu niedrig sind, 
wohingegen das kolorimetrische Verfahren von Folin und Denis sehr 
leicht zu einer Uberschitzung der tatsiichlich vorhandenen Tyrosin- 
menge fiihrt. Dagegen erwies sich eine Umgestaltung des Brom- 
additionsverfahrens nach Millar- Plimmer- Eaves als eine scharfe, bequeme 
und vertrauenerweckende (wenn auch derzeit noch nicht vdéllig ein- 
deutige) Methode zur Charakteristik von Proteinen. Etwa gleichzeitig 
ist eine Arbeit von Folin und Looney?) erschienen, welche die gesonderte 
kolorimetrische Bestimmung von Tyrosin, Tryptophan und Cystin zum 
Gegenstand hat. Diese Autoren haben neben der Saiurehydrolyse auch 
die Barythydrolyse angewandt und sind zu untereinander gut iiber- 
einstimmenden Werten gelangt, die wesentlich héher als die gravi- 
metrischen Werte und meist niedriger als die Zahlen nach Folin und 
Denis sind. 


1) O. Fiirth und W. Fleischmann, Uber die Ermittlung des Tyrosin- 
gehalts von Proteinen. Diese Zeitschr. 127, 137, 1922. 

2) O. Folin und J. M. Looney (Harvard Medical School, Boston), Colori- 
metrie Methods for the separate Determination of Tyrosine, Tryptophane 
and Cystine in Proteins. Journ. of biol. Chem. 51, 421, 1922. 
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Was nun den T'yrosingehalt des Hamoglobins betrifft, hat seinerzeit 
Abderhalden') bei einer vollstiindigen Hydrolyse des kristallisierten 
Oxyhimoglobins aus Pferdeblut eine Ausbeute von 1,33°, gewonnen. 
Ks erschien nunmehr wiinschenswert, die neuen Methoden der Tyrosin- 
bestimmung auch auf das Himoglobin bzw. Globin anzuwenden, da 
man, den vorliegenden Erfahrungen gemab, erwarten mubte, dal} obige 
Ausbeute vermutlich nicht der Gesamtmenge des vorhandenen Tyrosins 
entspricht. 

Ich bin in der Regel so vorgegangen, daB ich abgewogene Mengen 
des getrockneten Proteins 10 bis 12 Stunden mit der 10- bis 20fachen 
Menge konzentrierter HCl in einem langhalsigen Kjeldahlkolben hydro- 
lvsierte, oder aber habe ich die Hydrolyse nach Folin und Looney (I. ¢.) 
mit Atzbaryt durchgefiihrt. Die Tyrosinbestimmung wurde meist 
nach dem Bromadditionsverfahren von Fiirth und Fleischmann, oder 
aber auch nach einem modifizierten kolorimetrischen Diazoverfahren®) 
unseres Laboratoriums durchgefiihrt. 

1. Versuch. Umkristallisiertes Hamoglobin. Bromadditionsverfahren: 
Tyrosingehalt 

a) Sdurehydrolyse 2,3, 2,9, 2,3, 3,1, 2,7, 3,1, 3,3, Mittel 2,8%; 

b) Barythydrolyse 3,6, 4,1, 3,9, 3,4, Mittel 3,7°%, was auf Globin um- 
gerechnet etwa 3,9° entsprechen wiirde. 

2. Versuch. Trockenes Globin (Gemenge verschiedener Darstellungen). 

a) Sdurehydrolyse 2,5, 2,3, 2,2, 3,0, 3,3, 2,9%, Mittel 2,7%; 

b) Barythydrolyse 3,4, 5,5, 5,0, 4,2, Mittel 4,5 %. 

3. Versuch. Hédmoglobin. Siaurehydrolyse; Phosphorwolframsiure- 
fallung: Ein aliquoter Teil des Filtrats mit Baryt von PWS mit Na,CO, in 
Substanz von Baryt befreit, Filtrat schlieBlich genau mit HCl neutralisiert. 
Modifiziertes kolorimetrisches Diazoverfahren: Tyrosingehalt 4,7 % | 4.70 

zor | 457% 

4. Versuch. Globin wie in Versuch 3. Tyrosingehalt: 4,7 %. 

Da die methodischen Versuche mit diesem kolorimetrischen Ver- 
fahren noch nicht abgeschlossen sind, méchte ich den hohen Werten 
der Versuche 3 und 4 keinen besonderen Wert beilegen. Auffallend 
aber ist es, dal} in den Versuchen | und 2 die Barythydrolyse um so vicl 
héhere Werte ergeben hat, wie die Sdurehydrolyse. Vielleicht hangt 
dies mit der Bildung ,,siureléslichen Humins* nach Gortner zusammen, 
das sich etwa in diesem Falle besonders reichlich gebildet haben kénnte. 
Dieser Punkt bedarf noch weiterer Aufklirung. Einstweilen wire der 
T yrosingehalt des Globins wohl mit rund 3.5 bis 4%, zu veranschlagen. 

Der Tryptophangehalt des Globins ist mit (im Mittel) 3,6°, be- 
stimmt worden. 


1) H. Abderhalden, Hydrolyse des kristallisierten Oxvhiimoglobins aus 


Pferdeblut. Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 893, 1902. 
*) Noch unpublizierte Versuche von O. Firth wnd IW. Fleischmann. 
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Schatzen wir das Molekulargewicht des Globins auf rund 15000!) 
und stellen wir uns vor, dais 1 Molekiil Globin je 3 Molekiile Tyrosin 
(M = 181) und 3 Molekile Tryptophan (MV = 204) enthalte, so wiirde 
dies einem Tyrosingehalt von 3,6°, und einem Tryptophangehalt 
von 4,0°%, entsprechen. 

Des Vergleichs wegen haben wir auch noch in einigen anderen 
Blutproteinen (Serumalbumin, Serumglobulin, Fibrin) Bestimmungen 


des Tyrosin- und Tryptophangehalts vorgenommen. 





A. Pterdeserumalbumin. 

Pferdeserum wurde durch Halbsittigung mit Ammonsulfat gefallt. 
der abgetrennte Niederschlag in Wasser gelést und die Lésung unter 
Zusatz von wenig Essigsiure am Wasserbade koaguliert. Das Koagulum 
wurde mit heiBem Wasser vollig sulfatfrei gewaschen und in feuchtem 
Zustande hydrolysiert. In einem aliquoten Teile des Hydrolysates 
wurde der N-Gehalt ermittelt. 


T yrosin (Bromadditionsvertahren) : 





a) 5,5, 5,6, 5,7, 5,9, 5,5,. 5,7, Mittel 6,6%, 
D) vile) garda eo KG eels ee BBY, -kolorimotrisches 
Diazoverfahren 4,8 bis 5.0°,. 
Tryptophan: 1,31, 1,58, 1,42, Mittel 1,44°%. 
Frithere Tyrosinbestimmungen von Fiirth und Fleischmann (I. c.. 
S. 147) hatten ergeben: 


Bromadditionsverfahren. . . . .... . . . 50 bis 6,0% 
ree See ES ea ee a ty ee Ee 
I ONS Og ge as oe ge be ew ee 
Altes kolorimetrisches Diazoverfahren . . . . 3.4 bis 4.0% 


Gravimetrische Bestimmungen friiherer Autoren hatten dagegen nur 
die viel zu kleinen Werte von 2,0 bis 2,5°, ergeben. 

Was das Tryptophan betrifft, ist dasselbe im Serumalbumin von Fiirth, 
Lieben und Nobel (diese Zeitschr. 109, 146) mit 1,3°, bewertet worden. 

In bezug auf die Molekulargré8e des Serumalbumins liegen keine be- 
stimmten Angaben vor. Ein Tryptophangehalt von 1,3°, bedingt aber eine 
MolekulargroBe von mindestens rund 15000. 





Auf Grund eines Gehaltes von 


MOG a Fier s EE 
Tryptophan . 1.35% 
Schwefel 19% 


(vgl. Biochem. Handlexikon 1, 58) kann die molekulare Relation Trypto- 
phan : Tyrosin : Schwefel = 1: 4,8: 9,0 berechnet werden. 


1) Vgl. F. Miller in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1. 673, 1919. 
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f 
Umgekehrt kénnen wir berechnen, da ein Serumalbumin mit 
einem Molekulargewicht von 15000, das je 1 Molekiil Tryptophan, : 
5 Molekiile Tyrosin und 5 Molekiile Cystin einschlieBen wiirde, 
a 
zeypeepeee wt e ss BG 
TUE eae. ches aS | 
enthalten miiBte. Wir diirften hier also von der Wahrheit wohl nicht 
mehr allzu weit entfernt sein. 
B. Pferdeserumglobulin. 
Aus dem Filtrate der Halbsattigung des Pferdeserums durch Voll- 
sattigung gewonnen. Im tbrigen wie A behandelt. 
Tyrosin: Bromadditionsverfahren 7,1, 7,5, 6,4, 6,2, 5,7, Mittel 6.6°,; 
Tryptophan: 4,1, 3,9, Mittel 4,0°,. 
Folin und Looney (1. ¢., 8. 432) haben durch Barythydrolyse aus dem 
Globulin des Rinderblutes in sehr guter Ubereinstimmung mit dem Mittel 
unserer Bromadditionswerte 6,7°, Tyrosin gefunden. 
Fiir den Tryptophangehalt des Globulins fanden Fiirth und Nobel 3,93 °5. 
Firth und Lieben 4,17, 5,20, 4,20, 3,75, 4,6, 4.1, 3,3, Mittel 4,19°. (vgl. 
diese Zeitschr. 116, 225), also aiich hier wiederum volle Ubereinstimmung. 
Aus den Mittelwerten 
BE aaa’ ae 
Sy se eo HOR 
On een 3 Lo 
(vgl. Biochem. Handlexikon 1, 33) ergibt die molekulare Relation: 
Tryptophan : Tyrosin : Schwefel = 1: 1,8: 1,7. 
Nehmen wir (willkiirlicherweise!) das Molekulargewicht des Serum- 
globulins wiederum mit 15000 an und nehmen wir z. B. an, daB ein 
Molekiil dieses Proteins 3 Molekiile Tryptophan, 6 Molekiile Tyrosin 
und 3 Molekiile Cystin einschlieBt, so miibte es 
DM a er eo SRS 
Tryptophan. ..... . 448% 
Schwelel 2... 0. ss RY 
enthalten. 
: C. Fibrin. : 
Die Tyrosinbestimmung ergab nach HCl-Hydrolyse . . . 4,9 
- $ - » Barythydrolyse. . . 64% 
Fiirth und Fleischmann: Bromadditionsverfahren . . . . 4,7 % 
% o a Millonverfahren ...... . 40% 
a ‘s as Diazokolorimetrie. . . .'. . . 44% 
Folin und Looney: Saurehydrolyse ......... . 64% 
s9 és i Barythydrolyse ....... 6.5 % 


Mittel 5,3 ° 
Das Mittel der Tryptophanbestimmungen (Firth und  Liehen) 


me & 2S 
5,3 %. 
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Aus den Mittelwerten 


ee rr 
ween. a es oe 
DE ON eS ee 


ergibt sich die molekulare Relation 
Tryptophan : Tyrosin : Schwefel = 1: 1,1 : 1,3. 
Falls ein Fibrinmolekiil die MolekulargréBe 15000 hatte und 
4 Molekiile Tryptophan, 4 Molekiile Tyrosin und 2 Molekiile Cystin 
einschlieBen wiirde, miiBte es die Zusammensetzung: 
eR ss oe es HERG 
Tryptophan. ..... . 544% 
DO oe a ks ae ke eS ee 
aufweisen. 
Sollten also die vorstehenden Rechnungen zugrunde gelegten 
Zahlen durch die weitere Forschungsarbeit anniihernd verifiziert werden, 
so wiirde daraus hervorgehen, dab auf je 1 Molekiil Tryptophan 


im Globin ... . . . je 1 Molekil Tyrosin, 
», Serumalbumin . 5 *s is 

,, Serumglobulin . . . ,, 2 7 és 

», Fibrin . l 


entfallen diirften. 

DaB die hier mitgeteilten Relationen noch weit davon entfernt 
sind, als definitive gelten zu diirfen, bedarf wohl keiner besonderen 
Erwihnung. 

Zusammenfassung. 

1. Der Tryptophangehalt des Globins ist durch Untersuchung einer 
groBen Zahl nach verschiedenen Darstellungsmethoden gewonnener 
Priparate (nach F. N. Schulz, T. B. Robertson, Straufi-Griitzner-Glasner, 
ferner nach einem Ammoniak-Alkohol- und einem Aceton-Pyridin- 
verfahren sowie durch Kombinationen dieser Darstellungsmethoden) 
nach dem kolorimetrischen auf der Voisenetreaktion basierenden Ver- 
fahren von Fiirth und Lieben mit im Mittel 3.6% ermittelt worden. 

2. Es ergab sich dabei die Erfahrung, daB die genannte Methode, 
sobald die EiweiBkonzentration in den zu untersuchenden Lésungen 
unter einer gewissen Grenze bleibt, nicht nur viel zu kleine Werte gibt, 
sondern daB die Farbenreaktion unter Umstinden vollstindig aus- 
bleibt. Die Unkenntnis dieser Tatsache hat Fiirth und Lieben zu der 
irrigen Meinung veranlaBt, daB das Himoglobin bzw. Globin ein tryp- 
tophanfreies Protein sei. 

3. In Ubereinstimmung mit der Annahme Gortners sowie von 
Firth und Lieben, daB das bei der Siurehydrolyse von Proteinen auf- 
tretende saureunlésliche Melanoidin (insoweit nicht Kohlehydrat- 
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komplexe in Betracht kommen) auf umgewandeltes Tryptophan zu 
beziehen sei, wurde bei der Siurehydrolyse verschiedener Globin- 
praparate eine Melanoidinausbeute von im Mittel 3,3°%, gewonnen. 

4. Das Héimoglobin bzw. Globin unterliegt nur schwer der tryptisch- 
ereptischen Verdauung in einem solchen AusmaBe, dai das darin ent- 
haltene Tryptophan in Freiheit gesetzt wird. Die Maximalausbeute 
betrug bei der Kombination der Einwirkung eines Hundedarmsaftes 
und eines hochwirksamen T'rypsin-Priiparates im Laufe von 3 Wochen 
nur 18% der gesamten vorhandenen Tryptophanmenge. 

5. Der T'yrosingehalt des Globins wurde nach dem Bromadditions- 
verfahren von Fiirth und Fleischmann (Modifikation des Vorganges 
von Millar-Plimmer-Eaves) und unter Anwendung der Barythydrolyse 
nach Folin-Looney auf 3,5 bis 4% veranschlagt (gegeniiber der gravi- 
metrischen Ausbeute von 1,3°%). 

6. Weitere Tyrosin- und Tryptophanbestimmungen in anderen 
Blutproteinen ergaben im Mittel fiir das 


Tyrosin Tryptophan 
Serumalbumin . . . . 5,7% ie aA 
Serumglobulin . . . . 66% 40% 
2 M4 ~ € ~ € 
Pe ws os se HER (5,3) % 


7. Falls weitere Untersuchungen die annihernde  Richtigkeit 
dieser Zahlen sicherstellen sollten, wiirde sich daraus ergeben, dab, je 
einem Molekiil Tryptophan entsprechend, das Molekiil des Globins 
und Fibrins je 1 Molekiil Tyrosin, das Serwmglobulin 2 Molekiile, das 
Serumalbumin aher 5 Molukiile Tyrosin enthalten diirfte. 
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Uber eine Vereinfachung in der Herstellung eines ; 
Ureasetrockenferments, dessen Wirksamkeit und Eigenschaften. 
Von 
Giovanni Revoltella (Venedig). 
(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts 
der Wiener Universitat.) 
(Eingegangen am 4. September 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
1. Einleitung. 
Im Verlaufe von (zurzeit noch nicht abgeschlossenen) Unter- 
suchungen, welche den Stoffwechsel wahrend der Schwangerschaft 
und des Wochenbettes betreffen, bin ich oft in die Lage gekommen, 
Oxyproteinsiurebestimmungen nach dem Verfahren von Otto v. Fiirth!)~ 
auszufiihren und dabei gréBere Harnmengen mit Hilfe von Urease : 
zu vergiren. Dabei ergab sich das dringende Bediirfnis, dieses Ferment , 








in Form eines haltbaren Trockenprdparats darzustellen. Da sich die ; 
bisher mitgeteilten Methoden als viel zu zeitraubend und kostspielig 
erwiesen haben, bin ich daran gegangen, das Darstellungsverfahren des 
Trockenferments zu vereinfachen, und médge es mir gestattet sein, 


ogre 


meine diesbeziiglichen Erfahrungen mitzuteilen. 

Hinsichtlich der Eigenschaften des Ureaseferments im allgemeinen 
verweise ich auf das Werk Oppenheimers*) und beschriinke mich im 
folgenden darauf, jene Literaturangaben, welche die Herstellung eines 
Trockenferments betreffen, kurz anzufiihren. 

Musculus*) versetzte einen dickfliissigen, schleimigen, ammoniakalischen 
Cystitisharn mit Alkohol. Der dabei entstandene ureasehaltige Niederschlag 
wurde schnell abfiltriert, mit Ather gewaschen und getrocknet. 

Lea*) isolierte aus Torula Ureae ein atherlésliches Pulver, das Harngirung 
bewirkte. Shibata®) kultivierte Aspergillus niger in Peptonzuckernahrlésung 


1) Otto v. Fiirth, Uber ein vereinfachtes Verfahren zur Bestimmung der 
Oxyproteinsiurenfraktion im Harne. Diese Zeitschr. 69, 1915. 

*) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1, 1913. 

3) Musculus, Uber die Girung des Harnstoffs. Pfliigers Archiv 12, 
214, 1874. 

4) Lea, Einige Bemerkungen iiber die Isolierung einer loslichen Urease. 
Journ. of Physiol. 6, 136, 1895. 

5) Shibata, Uber das Vorkommen von Amide spaltenden Enzymen bei 
Pilzen. Hofmeisters Beitrage z. chem. Phys. 5, 384, 1904. 
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und hob nach 3 bis 5 wéchiger Kulturdauer die Myzelmassen ab, die 
durch einen Wasserstrom von den Konidien befreit, durch Pressen entwissert 
und zu einem groben Pulver zerrieben wurden. Dieses wurde mehrmals 
mit dem mehrfachen Volumen Aceton umgeriihrt. Die vom Aceton ab- 
filtrierte Pilzsubstanz, die abgepreBt, filtriert, mit Ather mehrmals gewaschen 
und schlieBlich getrocknet wurde, zerrieb er zu einem feinen Pulver. 
Zemplén') stellte aus frischen Samen von Papilionaceen durch Zermahlen 
ein Pulver her und benutzte es direkt zu seinen Versuchen. D. D. van Slyke 
und G. Zacharias*) u. a. haben das in dem Sojabohnenmehl enthaltene Ferment 
gewonnen, indem ein Sojabohnenextrakt sofort zentrifugiert oder filtriert 
und mit 10 Teilen Aceton versetzt wurde. Dieses Ferment stellte ein wasser- 
lésliches, sehr wirksames Pulver dar. M. Jacoby und Sugga*) benutzten, 
wie die oben genannten Forscher, die Sojabohnen, indem sie das fein- 
gemahlene Bohnenmehl mit Petrolather extrahierten. Zu diesem Zweck 
wurde das Mehl in eine groBe Nutsche geschiittet, mit Petroliither begossen, 
welcher nach einer Stunde abgesaugt wurde. Dieser Vorgang wurde sechsmal 
wiederholt. Das getrocknete Mehl wurde mit dem fiinffachen Volumen. 
Wasser 16 bis 24 Stunden in einen Eisschrank gestellt. Die iiberstehende 
milchartige Fliissigkeit wurde in Schalen mit flachem Boden gegossen und 
bei niederer Temperatur getrocknet. Es resultierte ein hornartiger Riick- 
stand, der durch Behandlung mit Alkohol gr68tenteils seine Léslichkeit 
einbiiBte. 

Dies waren in Kiirze die Methoden, welche zur Gewinnung eines 
Ureasetrockenferments fiihren. Obwohl ich nicht Gelegenheit hatte, 
diese Methoden einer ausfithrlichen Beurteilung zu unterziehen, scheint 
es mir doch, daB® sie fiir die heutigen, an Zeit und Geld armen Zeiten 
nicht recht geeignet sind; besonders wenn man bedenkt, daB einerseits 
dazu Apparate nétig sind, die in den Kliniken, Spitalern und Privat- 
anstalten vielfach nicht zur Verfiigung stehen, daB sie andererseits 
einen groBen Aufwand an Zeit und kostspieligen Chemikalien (Ather, 
Aceton, Petrolaither usw.) erfordern. 

Auf Grund dieser Erwigung haben wir uns bemiiht, zur Her- 
stellung eines Trockenureaseferments eine einfachere Methode aus- 
findig zu machen, welche infolge ihrer Einfachheit, Billigkeit und 
Schnelligkeit in jedem Laboratorium Verwendung finden kann. 


2. Herstellung des Ferments. 

Zur Herstellung des Ferments empfehlen wir folgendes Ver- 
fahren, das wir in einer Reihe von Versuchen als zweckmiabig befunden 
haben. 200g Sojabohnen werden fein gemahlen und nach Bedarf 
in einem Morser zu feinstem Pulver gestoBen. Das Mehl wird in einem 
Becherglas mit einem Liter Wasser tibergossen und 5 bis 6 Stunden 
stehen gelassen. Nach dieser Zeit wird die iiber dem Mehlpulver stehende 


1) Zemplén, Uber die Verbreitung der Urease bei héheren Pflanzen. 
Zeitschr. f. phys. Chem. 79, 229, 1912. 

2) D. D. van Slyke und G. Zacharias, Journ. of Biol. Chem. 19, 561, 1913. 

3) M. Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 116, 1915. 
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Fliissigkeit abfiltriert. Damit die Filtration rascher vor sich gehe — 
was in den warmen Sommermonaten wegen der leichten Fiulnisbildung 
von grobter Bedeutung ist —, empfiehlt sich die Verwendung einer 
Saugpumpe. Der filtrierten Fliissigkeit, welche milchig getriibt und 
ziemlich dickfliissig ist, wird sofort so viel 96proz. Alkohol zugesetzt, 
bis die Menge des ausfallenden Niederschlags nicht mehr zunimmt. 
Nach unserer Erfahrung benétigt man bei einer Menge von 200 g Soja- 
bohnen ungefihr 400 cem Alkohol. Nach dem Absetzen des Nieder- 
schlags wird filtriert oder besser wegen der leichten Zersetzlichkeit 
des Eiweibes zentrifugiert. Der auf dem Filter verbleibende Nieder- 
schlag (bzw. Bodensatz) wird in eine Reibschale iibertragen und, um 
ein langsames Trocknen zu erzielen, mit einem Tuche bedeckt. Der 
Niederschlag wird so lange getrocknet, bis er unter allmihlichem Zusatz 
von 80g fein gestoBenem Milchzucker eine teigartige Konsistenz an- 
genommen hat und nicht mehr an den Winden der Reibschale klebt. 
Unter Zuhilfenahme eines Lufttrockenapparates!) oder, in Ermangelung 
eines solchen, eines Ventilators, wird rasch getrocknet, wobei durch 
éfteres Verriithren auf vollstindige Trocknung besonders Bedacht zu 
nehmen ist. Das sorgfiltig zerriebene Zuckerfermentpulver wird nun 
gewogen und noch so viel feingeriebener Milchzucker zugesetzt, dab 
ein Gesamtgewicht von 100 g resultiert. Dai nunmehr fertige, vdllig 
trockene, staubfreie Ferment wird in ein Pulverglas geschiittet und 
trocken aufbewahrt. 

Auf Grund unserer Untersuchungen haben wir das Verhiiltnis 
von Zucker zu Sojabohnen mit 1:2 als das geeignetste gefunden. 
Bei dieser Gelegenheit méchte ich noch bemerken, da’ es nach unserer 
Meinung angebracht wire, in den Tabellen betreffend Ureaseunter- 
suchungen, neben der Menge des verwendeten Ferments, wie es bisher 
nur geschah, auch die Menge von Sojabohnen anzufiihren, die dem 
Ferment entspricht, damit es méglich wire, einen Vergleich hinsichtlich 
der Wirksamkeit der verschiedenen Fermente durchzufiihren. 

Das nach unserem Vorschlag hergestellte Trockenferment ist von 
den gewoéhnlichen Schwankungen der Zimmertemperatur, von Be- 
lichtung und vielen anderen Einfliissen, wie wir sehen werden, praktisch 
unabhingig, wenn es absolut trocken aufbewahrt wird. Auch das 
Altern des Ferments hat wihrend 6 Monaten keine Abschwichung 
der Wirksamkeit hervorgerufen. 

Wir machen noch darauf aufmerksam, daf die Qualitit der ver- 
wendeten Sojabohnen, wie wir auf Grund unserer Versuche festgestellt 
haben, von weitgehendem EinfluB auf die Wirksamkeit des Fer- 
ments ist. 


?) Wir haben den Faustschen Abdampfapparat verwendet. 
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8. Untersuchungen iiber die Wirkung des Ferments. 
A. Wirkung des Ferments. 


Um Wiederholungen zu vermeiden, wollen wir kurz vorausschicken, 
unter welchen Bedingungen alle unsere Versuche ausgefiihrt worden sind. 
Alle Proben (mit Ausnahme Tabelle II) wurden mit einem Gemenge 
von 10 cem 10proz. Harnstoff mit 190 ccm destilliertem Wasser vor- 
genommen. Die einzelnen Bestimmungen mit je 10 cem obiger Lésung 
unter Zusatz einiger Tropfen Methylorange als Indikator. Alle Proben 
wurden in den Brutschrank bei 37° gestellt und unter Toluol gehalten. 
Ging die Vergiirung nicht weiter, so wurde mit der gleichen Menge 
destillierten Wassers verdiinnt!) und nach Zusatz von einer neuen 
Fermentmenge die Bestimmung in 20 cem durchgefiihrt. 

In den Tabellen haben wir statt der Menge der zur Titration ver- 
wendeten Siure sofort einerseits die Menge des vergorenen Harnstoffs, 
andererseits die Zahl angefiihrt, welche angibt, wieviel Prozent der 
urspriinglich vorhandenen Harnstoffmenge vergoren worden sind. 
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Abb. 1. Reaktionsverlauf. 
—— mit 0,25 ¢ Ferment 
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Tabelle 1 1laBt die Wirksamkeit des Ferments und die Wirkung 
bei steigender Menge desselben ersehen. 

In der ersten Rubrik findet man die Menge der Trockenureasg. 
in der zweiten die entsprechende Menge der Sojabohnen in Grammen. 
In den folgenden Rubriken unter den verschiedenen Zeiten die nach 
diesen gefundenen Mengen von vergorenem Harnstoff. Sofort ersieht 
man aus der Tabelle das Verhiltnis zwischen der Menge der Trocken- 
urease und der Reaktionsgeschwindigkeit. Je héher die Menge der 
Trockenurease steigt, desto rascher geht die Vergiirung des Harnstoffs 


1) Vgl. O. v. Firth, 1. ¢. 
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vor sich. In der ersten Versuchsreihe z. B. hat eine Menge von 0,25 g 
Ferment 87°, Harnstoff nach 24 Stunden vergoren, wahrend in den 
folgenden Versuchen die Umwandlung rascher vor sich ging. So wurde 
dieser Effekt bei Reihe 4 nach 7 Stunden, bei Reihe 7 schon nach 
4 Stunden erreicht. Das oben erwahnte Verhiltnis laBt sich mit Leichtig- 
keit aus der graphischen Darstellung (Abb. 1) entnehmen. 

Uber die Tatsache, da8 in keinem der Fille die Gesamtmenge des 
angewandten Harnstoffs umgewandelt worden ist, wollen wir vorerst noch 
nicht sprechen, weil unsere diesbeziiglichen Versuche noch nicht ab- 
geschlossen sind. 

Wir erwahnen nur, daB die wirksame Enzymmenge sich im Laufe der 
Zeit andert'), indem diese vielleicht durch die gebildeten Produkte in irgend- 
welcher Weise anderwiarts gebunden oder vielleicht selbst teilweise zersetzt 
wird, was uns das Sinken der gefundenen Werte von Ammoniumearbonat — 
abgesehen von dem Gesetze der Massenwirkung — erklirlich erscheinen 
lieBe. Da die Abnahme in unseren Versuchen einigermaBen konstant ist, 
glauben wir, daB es méglich ware, eine der Menge der Trockenurease und der 
Zeit entsprechende Korrektur anzubringen. 

Diese Abnahme der Wirkung von Fermenten in wisseriger Lésung 
wurde auch von vielen anderen Beobachtern*) bemerkt und erdértert. 

Analoge Resultate wie in der Tabelle I finden wir in der folgenden 
Tabelle IT. 

Bei diesen Versuchen wurden statt 10 ccm einer 10proz. Harnstoff- 
lésung 20 ccm derselben verwendet, um die Untersuchung bei einem 
Uberschu8 von Substrat durchfiihren zu kénnen. 

Auch die entsprechenden Kurven zeigen einen ahnlichen Verlauf 
wie in Abb. 1. 

B. Kinetik der Reaktion. 

Aus unseren Versuchsprotokollen, deren Resultate in den Tabellen I 
und II zum Teil zusammengestellt sind, kann man ersehen, daB der 
Verlauf des Girungsprozesses, wie ja auch andere*) bei anderen Fer- 
menten gefunden haben, wihrend der ganzen Dauer des Versuches 
nicht nach denselben Gesetzen vor sich geht. So finden wir, da} zu 
Beginn und am Ende des Spaltungsprozesses der Verlauf keinem ein- 
fachen Gesetze unterliegt, wahrend in der Zwischenzeit die Gleichung 

ei te 
t Cc—2z 
gilt, die Reaktion also eine unimolekulare oder erster Ordnung ist. 

In obiger Formel bedeutet k die Reaktionskonstante, ¢ die ab- 
gelaufene Zeit, c die Konzentration des Substrats zu Beginn des Pro- 
zesses und x die in der Zeit ¢ umgewandelte Substratmenge. 


1) Hedin, Phys. Chem. 1915, S. 157. 
2) Oppenheimer, Die Fermente 1, 60, 1913. 
3) Vgl. Fodor, |. c., S. 120, 1922. 
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Die fiir diese Zwischenzeit erhaltenen Werte von k sind, wie aus 
Tabelle [II zu entnehmen ist, nahezu die gleichen. 

So finden wir in der ersten Versuchsreihe aus Tabelle I, abgesehen 
vom ersten Wert, dessen Abweichung wir oben angedeutet haben, 
daB die Werte fiir k vom Durchschnittswert 0,0004812 wenig ab- 
weichen. Dasselbe finden wir fiir die anderen beiden Versuchsreihen. 
Kine vollstaindige Bestitigung des Massenwirkungsgesetzes gibt uns 
Versuchsreihe 1, Tabelle I. 

Stellen wir z. B. die bei unseren Versuchen gefundenen Werte fiir k 
den von Wilhelmy') bei Inversion des Rohrzuckers gefundenen gegeniiber, 
so sehen wir, daB die Schwankungen bei unseren Versuchen viel geringer 
waren als bei Wilhelmy, wir also mit vollem Recht die GesetzmaBigkeit der 
Reaktion nach obiger Gleichung von k behaupten kénnen, natiirlich unter 
obiger Einschrankung. 





A B Cc 


Durchschnitts- | GroBter Wert B-—A | Kleinster Wert C—A 
wert von k | von k von k 
Wilhelmy  0,001390 0,001 499-4 0,000109 + -0,001321 +~—— 0,000 069 


Revoliella 0,000 1895 0,000 196 4 +. 0,000 0069 0,000 182 8 — 0,000 006 7 


Tabelle III. 





Trockens 


rei os tin | & E c p 
ersuche urease (Min iten| a. xX c—X log —— k Mittelwerte 
Ee | Se OSB PEL “AUIS 
60° 2,0 0,036 1,964 0,00790 0,0001315? 
180 | 2,0 0,150 | 1,850 | 0,03386  0,0001881 
1 300 = 2,0 0,252 | 1,748 0,05849 0,0001950 
Tab. II 0,254; 420 | 2,0 0,324 1,676 0,07676 | 0,0001828  })0,0001895 
‘ 540 2,0 | 0,408 | 1,592 0,09904 0,0001835 
660 2,0 0,516 | 1,484 0,12960 0,0001964 
780 2,0 0,582 | 1,418 0,14935 0,0001915 
60 2,0 0,234) 1,766 0,23013 0,0009007 7? 


180 =. 2,0 | 0,660 | 1,340 0,17393  0,0009662 
- 300 =. 2,0 1,152 | 0,848 | 0.47263 | 0,001 2421 

Tab Ul 3,0 420 2,0 | 1,284 | 0,716 | 0,44612 0,0010622 70,001 153 
: 540 = 2,0 1,560 | 0,440 0,65758  0,0012177 

660 2,0 1,686 | 0,314 | 0,80410 0,0012183 

780 2,0 1,776 | 0,224 0,95078  0,0012190 








60 1,0 0,045 | 0,955  0,02000 0,0003333 ? 

180 1,0 0,180 0,820) 0.08619 0,0004788 

; 300 =—-:11,0 0,294 0,706 0,15120 0,0005040 
Tab. 1] 0:25), 420 1,0 0,360 0,640 0,19382  0,0004640 | (0,0004812 

‘ 540 =1,0 0,438 | 0,562 0.25026 0,0004635 

660 1,0 0,510 0,490 0.30980 0,.0004694 

780 «1.0 0,600 0,400 0.39794 0,0005101 


1) Fodor, Fermentproblem 1922, 8. 96. 
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Die Reaktionskinetik der Urease, deren genaueres Studium auBerhalb 
des Kahmens dieser Abhandlung liegt, ist von verschiedenen Seiten her 
erortert worden; in jiingster Zeit durch 2. Yamasaki'), der die kinetischen 
Gleichungen entwickelt und die Geschwindigkeitskonstanten fiir zwei 
Reaktionsstufen ermittelt hat. Leider habe ich von dieser Abhandlung nur 
durch ein Referat Kenntnis erhalten. 

J. T. Groll?) schloB aus seinen Versuchen, da die Abnahme der Wirk- 
samkeit einer Ureaselésung nicht glatt dem Gange einer monomolekularen 
Reaktion folgt, daB sich vielmehr bei der Selbstzersetzung des Ferments 
zwei Phinomene abspielen: Eine irreversible, meist monomolekulare 
chemische Zersetzung und, einer Sinusoide folgend, abwechselnde Zunahme 
und Abnahme der Starke der jederzeit noch vorhandenen Fermentstiirke. 

Dagegen vermochten H. v. Euler und G. Brandting*) keinerlei Anhalts- 
punkte fiir eine Periodizitit der Ureasewirkung zu finden. 

H. P. Barendrecht*), der die Reaktionskinetik der Urease eingehend 
studiert hat, behauptet die Synthese von Harnstoff durch Urease, doch 
sind seine Resultate durch Th. J. F. Mattar®) nicht bestatigt worden. 


C. Aufere Einfliisse auf Haltbarkeit und Wirksamkeit des Ferments. 

a) Temperatur. 

Zweck dieser Versuche war, festzustellen, ob und wieweit die 
Temperatur Einflu8 auf die Wirkung des Fermentes iibt. Das Resultat 
ist in den folgenden Tabellen niedergelegt. 

Kin Vergleich der Tabelle LV ergibt zwar, daB die Vergirung 
im Brutschrank rascher vor sich geht, doch sind die Unterschiede 
nicht zu groB, so da wir die gewohnlichen klinischen Untersuchungen 
ruhig auch ohne den ja nicht immer zur Verfiigung stehenden Brut- 
schrank durchfiihren k6énnen. 

Auch aus der folgenden graphischen Darstellung (Abb. 2) ist dies zu 
ersehen. 

Uber den Einflu8 héherer Temperaturen auf die Trockenurease 
gibt Tabelle V Aufschlu8. Die Dauer der Einwirkung der in der letzten 


1) E. Yamasaki, Uber die chemische Kinetik der Urease. Science 
Reports of the Tohoku imp. University 9, 97, 1920; Chem. Zentralbl. 1921, 
$. 157. 

2) J. T. Groll (Amsterdam), Periodische Erscheinungen bei Fermenten 
als Folge ihrer kolloiden Beschaffenheit. Kolloid-Zeitschr. 21, 138, 1917. 

3) H. v. Euler und G. Brandting, Verlauf der Harnstoffspaltung durch 
Urease. Diese Zeitschr. 97, 113, 1919. 

4) OC. P. Barendrecht, Urease und die Strahlungsenergie der Enzym- 
wirkung. Konickl. Akad. van Wetensch. Amsterdam 28, 23, 1919; Chem. 
Zentralbl. 1, 89, 1920. Die direkte Synthese des Harnstoffs durch Urease. 
Ree. trav. chim. des Pays-Bas, 39, 603, 1920; Chem. Zentralbl. 8, 113, 1921. 

5) Th. J. F. Mattar, Ist die direkte Synthese des Harnstoffs unter dem 
EinfluB von Urease méglich? Rec. trav. chim. des Pay-Bas, 39, 495, 1920; 
Chem. Zentralbl. 3, 113, 1921. 
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: Rubrik angefiihrten Temperatur, welche durch einen Thermoregulator : 
; konstant gehalten wurde, betrug 2 Stunden. 
Daf {die Wirkung des Ferments in der Versuchsreihe 1 und 2 


obiger Tabelle nur wenig beeintrachtigt wurde, kann uns mit Riicksicht 
auf die Arbeiten von Salkowski!), der Pankreasextrakt im trockenen 
Zustande ohne Schadigung der Wirkung einer Temperatur von iiber 
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Abb. 2. Reaktionsverlauf. 
bei Zimmertemperatur, 
s++--- » Brutschranktemperatur. 








100° aussetzte, nicht wundern?). Die Wirkung der Trockenurease 
a wurde nur verzogert, die Vergirung jedoch fast vollstandig durch- 
gefihrt. Eine Beeintrichtigung erfolgte bei Versuch 3, zu welchem 
die Trockenurease einer Temperatur von 95° ausgesetzt worden war. 


b) Verdiinnung. 


Den Einflu8 der Verdiinnung beim Versuch laBt Tabelle VI ersehen. 


— 


Tabelle VI. 
Harnstoff 1,0 g. 





Trockens Soja Nach 1 Std. Nach 3Std. Nach 7 Std. Nach 24 Std 
Nr. ferment  bobnen 
g g g ra % gz ' ra 


A. Halbverdiinnte Proben. 








ke 

x 

2 

: 

rt 1 1,0 2,0 0,09 9,0 0,288; 28,8 | 0,516 51,6 0,924; 92,4 
: 2 2,0 4,0 (0,15 15,0 0,456 45,6 0,786 78,6 0,936) 93,6 
S 3 3,0 6,0 0.18 18,0 0,474 47.4 0,858 85,8 0,936) 93,6 
— 

3 B. Unverdiinnte Proben. 

3 1 1,0 2,0 0,084, 8,4 | 0,270) 27,0 | 0,498| 49,8 0,918 91,8 
- 2 2,0 4.0 0,120) 12,0 0,384 38,4 0,666) 66,6 0,936 93,6 
3 3 3,0 6,0 0,150 15.0 0,390 39,0 0,744) 74.4 0,93 93.0 
~ FS ele 


1) Salkowski, Uber das Verh. des Pankreasf. b. d. Erhitzen.  Virch. 
Arch. 70, 158, 1877. 
2) Oppenheim, Fermente 1913, S. 61. 
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Der Verlauf der Reaktion in verdiinnter Lésung ist nach unserer 
Erfahrung in der Weise von der Verdiinnung abhingig, daB, je gréBer 
diese, desto gréBer die Menge 

1s el Bike A A ae PTs des umgewandelten Harn- 
stoffs in der Zeiteinheit ist. 
Auf ahnliches hat auch 
Hedin") verwiesen, der fand, 
daB bei gréBReren Mengen 
Rohrzucker die Menge des 
umgesetzten Zuckers mit der 
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Abb. 3. Reaktionsveriauf. ec) Licht. 


in verdiinnter Lésung, 
-*-++-- in unverdiinnter Loésung. 





Die Abschwachung der 
Wirkung der Trockenurease, 
welche durch 10 Stunden der Sonnenbestrahlung ausgesetzt war, 
veranschaulicht Tabelle VII. Die Bestrahlung wurde im Juli immer 
in der Zeit von 10 bis 1 Uhr vorgenommen. 


Tabelle VII. 
Harnstoff 1,0 g. 








ee Sajebobncn Nach 1 Std. Nach 3 Std. Nach 7 Std. 
Nr. erment 5 
g . g B % e. & | %lo g %% 
1 1,0 2.0 0,114 11,4 0,27 27,0 0,54 54,0 
2 2.0 40 0.114 11.4 0,318 31.8 0,624 62.4 
Trocken- oversee, Nach 9 Std. Nach 13Std. Nach 24Std. 
Nr. erment | ° 
P & 8 g lo g lo 8 “bo 
1 1,0 2.0 0624 | 624 0786 786 0924 924 
2 2.0 4.0 P 0,732 73,2 0.87 87.0 0,93 93.0 


Ob die Beeintrachtigung der Wirkung auf die ultravioletten 
Strahlen zuriickzufiithren ist, wie Schmidt-Nielsen?) fiir Lab, Jodlbauer 
und Tappeiner*) fiir das Invertin festgestellt haben, kénnen wir nicht 
sagen; jedenfalls empfiehlt es sich, die Trockenurease vor starken Licht- 
einfliissen zu schiitzen. 


1) Hedin, Grundziige der Phys. Chem. 1915, S. 154. 
2) Schmidt-Nielsen, Hofmeisters Beitr. 5, 355, 1904; 8, 481, 1906. 
8) Tappeiner, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 87, 373, 1906. 
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d) Radiumstrahlen. 

Kine 6 Stunden lang dauernde Einwirkung von 100 mg Radium 
auf die Trockenurease hatte keine Anderung ihrer Wirkung zur Folge 

In der folgenden gra 
phischen Darstellung (Abb. 4) 
finden wir den Verlauf_ bei 
Kinfliissen von Licht, Tem- 
peratur und Radiumbestrah- 
lung im Vergleich zum_nor- 
malen Verlauf  iibersichtlich 
dargestellt. 
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sucht, ob und wieviel Stick- Stunden 
Abb. 4. Reaktionsverlauf. 


stoff aus der Trockenurease 
Ferment normal, 








waihrend der Reaktionsdauer _...... -. . nach Radiumbestrablung, 
in Lésung iibergeht. Und <r ” ~ Sonnenbestrablung, 
REE: A CTT TT q Einwirkung der Temperatur 
haben gefunden: bei 95°C. 
Tabelle VIII. 
Trockenurease | Sojabohnen N Mittelwert N gelost N ungelést 
von N 
Goa. *<. g g g %, g " 
100 200 0,69 | 
: 0,625 0.084 13,5 0.5386 865 
100 200 os fs aes Sis 


Da sich unsere Untersuchungen hauptsiachlich mit der Bestimmung 
der Oxyproteinsduren befaBten, suchten wir festzustellen, ob unsere 
Trockenurease die gefundenen Werte fiir erstere beeinflussen. Zu diesem 
Zweck wurden grofe Mengen von Trockenurease nach der Methode 
von Otto v. Fiirth behandelt, ergaben aber einen absolut negativen 
Wert fiir die Oxyproteinsiurefraktion. 


5. Harnstoffbestimmung im Harn. 


Zum SchluB wollen wir noch in Kiirze jenen Vorgang mitteilen. der 
sich bei Verwendung unserer Trockenurease als vorteilhaft zur Harnstoff- 
bestimmung erwiesen hat. 

30 cem Harn werden in einen Kolben von 200 cem Inhalt gebracht 
und mit 30cem destillierten Wassers versetzt. In 10 cem dieser Losung 
(= 5ecem Harn) wird die Alkaleszenz gegen Methylorange als Indikator 
mit n/10 H,SO, festgestellt. Zu der iibrig bleibenden Losung von 50 cem 
werden 1g Trockenurease zugefiigt, dieselbe leicht geschiittelt und nach 
Zusatz von so viel Toluol, daB die Lésung mit einer diinnen Schicht bedeckt 
wird, in den Brutschrank gestellt und dort bei 37° iiber Nacht stehen gelassen. 
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Am niachsten Tage wird wie oben durch Titration die gebildete Menge 
Ammoniumcarbonat festgestellt. Um die Gewahr zu haben, dafi die Ver- 
girung des Harnstoffs vollstandig ist, wird die noch vorhandene Lésung 
mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers verdiinnt und noch 1 g 
Trockenurease zugesetzt. Nach Ablauf von weiteren 3 bis 4 Stunden wird 
nochmals eine Titration (in 20 cem) ausgefiihrt und mit dem vorigen Wert 
verglichen. Stimmen die beiden Werte tiberein, so war die Spaltung schon 
beim ersten Male vollendet. 

Die Menge des umgewandelten Harnstoffs in Gramm in 5 cem Harn 
findet man, indem man die um die zuerst festgestellte Nativalkaleszenz 
verminderte Anzahl Kubikzentimeter n/10 H,SO, mit 0,003 multipliziert. 


Zusammenfassung, 

Aus unseren Ausfiihrungen ist zu ersehen, daf die nach diesem 
Verfahren hergestellte Trockenurease in bezug auf ihre Verwendbarkeit 
infolge der Einfachheit, Billigkeit und geringen Dauer ihrer Herstellung 
allen Anforderungen der Praxis entspricht und mit Leichtigkeit iiberall 
verwendet werden kann. Andererseits haben wir auf Grund unserer 
Versuche gezeigt, dal die Wirkung der nach diesem Verfahren her- 
gestellten Trockenurease in keiner Weise der anderer Fermente nach- 
steht. Die auBeren Einfliisse auf die Wirksamkeit der Trockenurease 
sind praktisch nur gering (z. B. gewohnliche Temperatur, Licht), so 
daB wir sagen kénnen, da wir von diesen Faktoren in weitem Mabe 
unabhingig sind, also auch dadurch die allgemeine Anwendbarkeit 
der Trockenurease nicht beeintrachtigt wird. 

Der zum SchluB angefiihrte Vorgang bei der Harnstoffbestimmung 
im Harn setzt uns in die Lage, eine solche mit Hilfe der Trockenurease 
rasch und sicher durchfiihren zu k6nnen. 
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Beitrige zur Methodik 
der Aminosiuren- und Ammoniakbestimmung unter Verwendung 
eines Destillationskontrollapparates. 
Von 
fiiovanni Revoltella (Venedig). 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts 
der Wiener Universitit.) 


( Eingegangen am 4. September 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Als die geeignetste, einfachste und genaueste Methode zur Be- 
stimmung der Aminosiiuren im Harn hat sich die Methode von Henriques 
und Sérensen') erwiesen. Bei der praktischen Verwendung derselben 
hat sich jedoch der Pigmentgehalt des Harns vielfach als im hohen 
Grade stérend herausgestellt. 


Sérensen selbst hat zur Behebung dieser St6rung die Entfarbung des 
Harns mit n/3 AgNO,-Lésung angegeben. Auch ist®) empfohlen worden, 
die Vergleichslésung mit Tropaolin 0, Tropaolin 00 und Bismarckbraun zu 
farben; und zwar-sollten Lésungen dieser Farbstoffe tropfenweise so lange 
der Vergleichslésung zugefiigt werden, bis diese die Farbe des zu unter- 
suchenden Harns angenommen hat. Fritz Falk und Oswald Hesky*) haben 
Entfarbung des Harns als nicht notwendig gefunden, muBten jedoch 
zugeben, da bei stiirkeren Farbungen die Titration unméglich war und 
diese erst nach langerer Ubung méglich geworden sei (!). 

Die Méglichkeit, die Farbung der Vergleichslésung mit dem so ver- 
schieden gefarbten Harn in Einklang zu bringen, halten wir praktisch fiir 
ausgeschlossen. Die Entfarbung des Harns, wie sie Sdérensen und andere 
vorschlagen, ist erstens zeitraubend und zweitens gibt sie durch Verluste zu 
Fehlern Anlaf. 

2. Nach der Methode von Sérensen werden 50 ccm Harn in einem Mel- 
kolben mit 1 cem Phenolphthaleinlésung, 2g BaCl, und mit Ba (OH),- 
Lésung bis zur rétlichen Farbung versetzt. Hierauf fiigt man noch 5 cem 
Ba (OH), dazu und fiillt bis zur Marke 100 mit destilliertem Wasser auf. Nach 
einigem Stehen wird filtriert und aus 80 cem des Filtrats (= 40 cem Harn) 
nach Kriiger-Reich*) das Ammoniak abdestilliert. Der Riickstand wird mit 


1) Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1907; V. Henriques, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 60, 1, 1909; V. Henriques u. Sérensen, ebendaselbst 63, 27; 64, 120, 1909. 

2) Carl Neuberg, Der Harn 1911, S. 575. 

3) Fritz Falk und O. Hesky, Zeitschr. f. klin. Med. 1910, S. 261. 

4) M. Kriiger, O. Reich und A. Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
89, 1903. 
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Salzsiure gelést, gegen empfindliches Lackmuspapier neutralisiert, auf 
100 com verdiinnt und an 40 ccm davon (= 16cem Harn) die Formol- 
titration im Vergleich zum kohlensiiurefreien mit Phenolphthalein gefarbten 
Wasser ausgefiihrt. 

Genaue Resultate gibt diese Methode nach unserer Meinung nur 
bei farblosen oder wenig pigmentierten Harnen. Ist der Harn jedoch 
starker gefirbt, kann diese Methode wegen der Verschiedenheit der 
zu vergleichenden Farben nicht mit Sicherheit durchgefiihrt werden. 
Um diese Methode aber auch bei gefirbten Harnen anwenden zu kénnen, 
schlagen wir folgendes Verfahren vor, welches eine Modifikation der 
Sérensenmethode darstellt: Zuerst werden 50cem Harn nach der 
Methode von Kriiger und Reich von Ammoniak befreit, wobei zur 
Kontrolle der vollstiindigen Destillation unser spiiter beschriebener 
Destillationskontrollapparat eingeschaltet wird. Der verbleibende 
Riickstand wird mit Salzsiure gelést, in einen MeBkolben hinein- 
filtriert, gegen empfindliches Lackmuspapier!) genau neutralisiert, 
nach Zusatz von Iccm Phenolphthalein auf 100cem_ gebracht. 
50 cem werden mit Formol versetzt und dann unter Vergleich mit 
50 ccm derselben Lésung (statt mit Wasser wie bei Sérensen) durch 
Titration mit n/10 Natronlauge die Aminosiiuren bestimmt. Sollte 
der Harn ausnahmsweise zu dunkel gefairbt sein, verdiinne man die 
Flissigkeit aufs Doppelte und fiihre die Bestimmung mit dieser Lésung 
(der halben Harnmenge entsprechend) durch. Wir bemerken, dal 
unsere Vergleichslésung natiirlich nicht mit Formol versetzt wird. 
Die Titration ist leicht durchfiihrbar, da gleiche Farben zu vergleichen 
sind. Wir haben die genannte Methode mit bestem Erfolge bei Harn 
ohne und mit Zusatz von Alanin oder Glykokoll verwendet und immer 
iibereinstimmende Resultate erhalten. 

Die Befreiung des Harns von Ammoniak zu Beginn des Ver- 
fahrens usw. schlagen wir deswegen vor, weil nach unserer Erfahrung 
die Destillation in diesem Falle rascher und vollstindiger vor sich 
geht und nur eine Filtration notwendig wird, waihrend bei dem Ver- 
fahren von Sérensen nach der Destillation die eingetretene Triibung 
eine zweite Filtration notwendig macht. 

3. Als eine der gréBten Fehlerquellen bei der Aminosiiuren- 
bestimmung hat sich uns die unvollstaindige Beseitigung des Ammoniaks 
ergeben. Obwohl die Methode von Kriiger und Reich?) nach unserem 
Dafiirhalten alle anderen Methoden an Raschheit und Genauigkeit 
iibertrifft, leidet sie doch an dem Mangel, da® einerseits nicht fest- 





1) Siehe V. Henriques und S. P. L. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 64, 133 (1909). 
*) Kriiger und Reich, 1. e. 
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gestellt werden kann, ob die Destillation des Ammoniaks beendet ist 
oder nicht, andererseits es unméglich ist, weitere Saure zuzusetzen, 
falls infolge reichlicher Destillation von Ammoniak die zuerst in die 
Vorlage gegebene Siure verbraucht worden ist. Letzterer Mangel 
haftet iibrigens auch den Methoden von Steyrer!), von H. B. Andersen 
und M. Lauritzen”), von Nenki und Zaleski*) an, was jeder, der sich 
mit diesen Methoden zu beschaftigen Gelegenheit hatte, bestiatigen wird. 

Und ist es gelungen, durch einen einfachen Apparat diese Mangel 
zu beseitigen. 

Der in folgender Abbildung dargestellte Destillationskontrollapparat 
besteht aus einer U-formig gebogenen Roéhre, deren lingerer Teil a unterhalb 
der Mitte mit einem Loch g versehen ist und deren kiirzerer Teil b birnfoérmig 
erweitert und mit dem liingeren Schenkel bei f verbunden ist. Zum Gebrauch 

















Abb. 1. 


wird der Apparat mit seinem lingeren Schenkel so durch einen entsprechend 
gebohrten Gummistopfen gesteckt, daS die Offnung g frei bleibt. Ein mit 
einem Hahn d versehener Tropftrichter c wird durch einen Schlauch mit 
dem langeren Schenkel a verbunden. In den birnfoérmigen Schenkel 6 wird 
das schriig abgeschnittene Ende der Réhre A so weit hineingeschoben, daf die 
Spitze derselben den Fliissigkeitsspiegel beriihrt. 

1) A. Steyrer, Beitr. z. chem. Phys. u. Pathol. 3, 312, 1902. 

2) M. B. Andersen und M. Lauritzen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64. 
21, 1910. 

3) Nencki und Zaleski, ebendaselbst 33, 193, 1901. 
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Das Funktionieren des Apparates ist an Hand obiger Abbildung 
leicht verstindlich. 

Wie nach Kriiger und Reich werden im Destillationskolben B 25 bis 
50 cem Harn mit 1g Natriumcarbonat versetzt und der Kolben in ein 
Wasserbad gestellt. Der Kolben wird mit einer Peligotschen Rohre, 
die in Eiswasser oder kaltem Leitungswasser steht, mittels der Réhre h 
verbunden. Die Peligotsche Réhre ist mit 30 bis 40 cem n/10 Schwefel- 
siure, der einige Tropfen Methylrot oder Methylorange') zugefiigt 
wurden, gefiillt. Hierauf gibt man in den Tropftrichter ¢ einige Kubik- 
zentimeter derselben Siure, die man mit einer Pipette aus der Peligotschen 
Roéhre entnimmt und verdiinnt sie auf das Drei- bis Vierfache. Nun 
wird das Wasserbad auf 42 bis 44° erwirmt und mittels der am 
zweiten Schenkel der Peligotschen Réhre angebrachten Saugpumpe der 
Druck im Apparat auf 8 bis 10cm Quecksilbersiiule gebracht. Ist die 
Temperatur und der Druck erreicht, wird durch den Trichter etwas 
Alkohol in den Kolben B tropfenweise eingebracht und durch den 
Trichter c so viel verdiinnte Siure zuflieBen gelassen, da} die Fliissig- 
keit in der U-férmigen Réhre so hoch steht, wie auf der Abbildung zu 
sehen ist. Der sich nun im Kolben B entwickelnde Ammoniak gelangt 
durch die Saugpumpe in das birnenférmige Ende der Réhre 6, wo der 
Indikator gelb gefirbt wird und dadurch den Beginn der Destillation 
anzeigt. Stellt sich im Laufe der Destillation heraus, daB die vor- 
gelegte Siiuremenge in der Peligotschen Rohre ungeniigend ist, kann 
unter Bedachtnahme darauf, daB etwas Siiure im Trichter zuriick- 
bleibt (wegen des Vakuums) durch denselben eine abgemessene Menge 
Siure nachgefillt werden. Um festzustellen (nach ungefahr 20 Minuten), 
ob die Destillation beendet ist, braucht man nur die im Trichter ver- 
bliebene verdiinnte Siure nachflieBen zu lassen und zu beachten, ob sie 
durch Ammoniak noch gelb gefarbt wird. Ist dies nicht der Fall, 
kann man, nachdem man _ sicherheitshalber die Destillation noch 
5 Minuten lang fortgesetzt hat, annehmen, da alles Ammoniak ab- 
destilliert ist. Nun wird durch einen Quetschhahn die Verbindung der 
Saugpumpe mit der Peligotschen Réhre geschlossen und durch den 
Hahn des Tropftrichters e vorsichtig Luft einstrémen gelassen 

Der vom Ammoniak befreite Harn kann nun zur Aminosiuren- 
bestimmung weiter behandelt werden. Die im Trichter c verbliebene 
Saiure wird nachflieBen gelassen, der Destillationskontrollapparat 
mit destilliertem Wasser durchgespiihlt und dadurch von Siuren- 
und Alkaliresten befreit. In der gesamten Menge der Siure wird 
sogleich in der Peligotschen Réhre durch Titration das Ammoniak 
bestimmt. 


') Beckurts, Methoden der MaBanalyse 1913, S. 120. 
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Zusammenfassung. 

Durch die Verwendung des oben beschriebenen Destillations- 
kontrollapparates, der auch bei anderen Bestimmungen mit geringen 
Modifikationen verwendet werden kann (so z. B. bei Bestimmung 
von Stickstoff nach Kjeldahl oder von Harnstoff nach Henriques und 
Gammetoff usw.), sind wir in der Lage, den von einer unvollstandigen 
Destillation des Ammoniaks herriihrenden Fehler auszuschalten. Ver- 
wenden wir noch, wie wir vorgeschlagen haben, nicht Wasser, sondern 
den zu untersuchenden Harn als Vergleichsfliissigkeit bei der Amino- 
sdurentitration nach der Sérensenmethode, kénnen wir auch hier Fehler, 
die daraus resultieren, daB gefirbter Harn und farbloses Wasser ver- 
glichen werden miissen, beseitigen, da wir es nunmehr mit gleich- 
gefirbten Fliissigkeiten zu tun haben. 


Der oben beschriebene Destillationskontrollapparat kann allein 
oder mit dem ganzen Kriiger-Reichschen Apparat von der Glasblaserei 
Haack, Wien 1X/3, Garelligasse 4, bezogen werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 134, 23 








Vitamine und Eisenstoffwechsel beim erwachsenen Individuum. 
Von 
Katumi Haramaki (Sagaken). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


( Eingegangen am 9. September 1922.) 


Nachdem Miyadera*) im hiesigen Laboratorium den experimentellen 
Nachweis dafiir erbracht hatte, daB die Vitamine einen die Kalk- 
retention im Kérper begiinstigenden EinfluB ausiiben, lag der Gedanke 
nahe, derartige Untersuchungen auch an anderen Mineralien durch- 
zufiihren. Ein groBes praktisch-klinisches Interesse hat die Frage, 
ob Beziehungen zwischen dem Vitamingehalt der Nahrung und der 
Kisenassimilation bestehen. Nun liegen beim Eisenstoffwechsel die 
Verhaltnisse etwas anders als beim Kalkstoffwechsel; denn der Eisen- 
umsatz im Koérper hat in den verschiedenen Lebensaltern eine sehr 
verschiedene GréBe. Der Gesamteisengehalt des Koérpers ist bekanntlich 
zur Zeit der Geburt auBerordentlich hoch und nimmt in den ersten 
Lebenswochen ab, bis er schlieBlich ein gewisses Niveau erreicht, auf 
dem er dann stehen bleibt. Ferner ist aber zu beriicksichtigen, dab 
der heranwachsende Organismus ja mit dem Wachstum andererseits 
auch Eisen in stirkerem Mabe wieder ansetzen muB, um den Eisen- 
bestand im Verhiltnis zur Kérpermasse auf einem bestimmten Wert 
zu erhalten. Beim Erwachsenen fallt diese Notwendigkeit, Eisen in 
solchem Mae anzusetzen, fort. 

Diese Uberlegungen fithrten dazu, die Frage nach den Beziehungen 
der Vitamine zum Eisenstoffwechsel in zwei Arbeitsthemen aufzulésen: 
nimlich einmal die Beziehungen des Vitamingehaltes der Nahrung 
zum Kisenstoffwechsel am erwachsenen Kérper zu studieren und 
zweitens eben diese Frage am jugendlichen, heranwachsenden Orga- 


nismus zu untersuchen. 


1) Miyadera, Uber die Beziehungen der Vitaminfunktion zum Kalk- 
stoffwechsel. Diese Zeitschr. 1380, H.1 bis 3. 1922. 
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Auf Veranlassung von Herrn Prof. Bickel habe ich das erste Thema 
bearbeitet, wihrend mein Kollege, Herr Dr. Yoshiue!) sich des zweiten 
Themas annahm. 

Meine Versuchsanordnung war folgende: Ich habe einen kleinen, 
ausgewachsenen Hund von 6350 g 6 Wochen lang vitaminfrei ernahrt. 
Bei der weiter unten verzeichneten Nahrung war das Tier zu Beginn 
des Versuches im Kérpergewichts- und Stickstoffgleichgewicht. Trotz 
dieser kalorisch suffizienten Nahrung sank das Korpergewicht im 
Verlauf der 6 Wochen auf 5000 g. Nach etwa 30 Tagen bekam das 
Tier auf beiden Augen eine allmahlich zunehmende 'Triibung der Cornea, 
so daB es fast ganz erblindete. Am Ende der 6. Woche war das Tier 
schon recht hinfallig geworden. Es war kein Zweifel, daB es an einer 
schweren Avitaminose litt. Die Nahrung enthielt unter anderem ein 
Salzgemisch, das einen bestimmten Eisengehalt hatte. Das Tier wurde 
also auch immer mit der gleichen Eisenmenge gefiittert. 

Vom 43. bis 51. Versuchstage wurde in dreitigigen Perioden dic 
Stickstoffbilanz bestimmt. Sie war vom 43. bis 48. Versuchstage 
leicht negativ und vom 49. bis 51. Versuchstage positiv. Das Kérper- 
gewicht blieb auf etwa 5000 g¢ stehen. Nunmehr wurde vom 52. bis 
57. Versuchstage (Versuchstag 10 bis 15 der Tabelle) in zwei dreitigigen 
Perioden die Stickstoff- und Eisenbilanz festgestellt. Zuerst war die 
Stickstoffbilanz noch schwach positiv, die Eisenbilanz mit etwa 0,05 g 
positiv, wahrend in der zweiten Dreitageperiode die Stickstoffbilanz 
schwach negativ geworden und die Eisenbilanz mit etwa 0,07 ¢ 
positiv geblieben war. 

Daraus geht hervor, daB der erwachsene Koérper auch noch ohne 
Vitamine Eisen retinieren kann, wie das ja auch Miyadera fiir den 
Kalk gezeigt hat. 

Vom 58. Versuchstage (16. Tag der Tabelle) an wurde nun die 
avitaminése Nahrung bei gleichem Kalorien-Stickstoff- und Salzgehalt 
in eine stark vitaminhaltige Nahrung verwandelt. 

Vom 58. bis 72. Versuchstage (16. bis 30. Tag der Tabelle) wurde 
die Stickstoff- und Eisenbilanz in je Dreitageperioden aufgenommen 

Vom 73. bis 86. Versuchstage (31. bis 44. Tag der Tabelle) wurde 
nur die Eisenbilanz in zwei siebentigigen Perioden ermittelt. Dann 
wurde der Versuch abgebrochen. 

Das Kérpergewicht blieb vom 58. Versuchstage an stehen und die 
Augenerkrankung besserte sich rapide. Die Stickstoffbilanz war vom 
58. bis 60. Versuchstage noch negativ, dann trat ungefihres Stickstoff- 
gleichgewicht ein. Die Eisenbilanz war vom 58. bis 72. Versuchstage 


1) Yoshiue, nach dem Manuskript zitiert. Erscheint in dieser Zeit 
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mit etwa 0,06 — 0,06 — 0,04 — 0,07 — 0,06 g in den einzelnen Drei- 
tageperioden positiv geblieben. Vom 73. bis 79. Versuchstage betrug 
die Eisenbilanz +- 0,083 g und vom 80. bis 86. Versuchstage + 0,081 g 
pro Tag. 

Wenn man die Durchschnittswerte der Eisenbilanz in der vitamin- 
freien Periode und in der vitaminhaltigen Periode bis zum 72. Versuchs- 
tage berechnet, so findet man: 

Eisenbilanz pro Tag in der vitaminfreien Periode: ++ 0,05975 g Fe, 

Kisenbilanz pro Tag in der ersten Hilfte der vitaminhaltigen 

Periode: + 0,05991 g Fe. 

Wenn man aber die Bilanzzahlen fiir die Zeit vom 73. bis 86. Ver- 
suchstage mit in Betracht zieht, andert sich diese letzte Zahl etwas. 
Sie wird héher und betraigt +- 0,07077 g Fe. 

Daraus ergibt sich, daB in den ersten 2 Wochen der vitamin- 
reichen Ernaihrung noch kein EinfluB auf die Eisenbilanz nachweisbar 
ist, wahrend ein solcher, wenn auch zunichst nur in maBigem Umfange, 
in den folgenden 2 Wochen sichtbar wird. Die Tendenz der Zunahme 
der positiven Werte der Eisenbilanz in der Periode mit vitaminhaltiger 
Nahrung wird auch offenbar, wenn man die durchschnittlichen Werte 
dieser Bilanz in den einzelnen Analysenabschnitten dieser Periode 
vergleicht. 

Es geht also aus meinen Versuchen hervor: 1. da der Kérper 
des erwachsenen Tieres auch ohne Vitamine Eisen noch retinieren kann, 
2. daB die Vitaminzufuhr diese Eisenretention jedoch etwas zu _ be- 
giinstigen scheint, wenn der Korper stirker mit Vitamin nach der 
voraufgegangenen Vitaminverarmung angereichert wird. 

Die letztere Beobachtung gewinnt aber noch gréBere Bedeutung, 
wenn ich meine Versuche mit denjenigen von Yoshiue in Beziehung 
setze, der im hiesigen Laboratorium feststellte, daB der Gesamteisen- 
gehalt des Kérpers bei heranwachsenden Tieren in wesentlicher Weise 
durch den Vitamingehalt der Nahrung beeinflu&t wird. 

Fiir die Eisenassimilation beim Wachstum des Korpers scheinen 
also die Vitamine doch eine wichtigere Bedeutung zu haben als fiir 
die Eisenassimilation beim ausgewachsenen Korper. 


Versuch. 


Methodik: Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

Eisenbestimmung: Jodometrische Eisenbestimmung nach Newmann 
nach vorhergehender Veraschung von Harn, Kot und den einzelnen 
Nahrungsbestandteilen. 

Bei der chemischen Analyse wurden nur Glas- und PorzellangefiBe 
benutzt. Der Hund befand sich in einem besonders konstruierten Glaskiifig, 
der innen voéllig metallfrei war. Das Futter wurde in einem Porzellantopf 
gekocht und in einem solchen Topf gegeben. Beim Wiegen des Tieres wurde 
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dafiir gesorgt, da8 der Tierkérper nicht mit den Metallbestandteilen der 
Wage in Beriihrung kam. 

Die Fleischnahrung bestand aus getrocknetem, dann wieder aufge- 
weichtem und 3 Tage lang unter Wechseln des Wassers gekochtem und wieder 
getrocknetem Pferdefleisch. Das Schweineschmalz war im Laboratorium 
ausgelassen worden. 


Zusammensetzung des Salzgemisches: 


pn ee ey ee a ee ee ee 
Calenum fectiogm « . 6. «+... ss « + SOQOR 
Magnesium citricum........... . 100,0g 
Peerums cliedin 6 cee wt. RR 
OE SOGRMUIOUNR SS ge Be ee ee ee 5,0 g 


Tabelle I. 


Vitaminfreies Nahrungsgemisch in der Tagesration. 





N Fe 
8 ~ 
ae a Sa Oe a 4.4720 0.028 44 
soem ponerter Hes*). « . 2: - 2 1 se 0,2658 - 
35,0 g Schweineschmalz ae eee er - a 
1,5 g eisenhaltiges Salzgemisch .... . 0,078 12 
0,5 g Kochsalz . Te or eee oe al ee 
800,0 g destilliertes Wasser . . 2... .. - 
Summe . . 4,7378 0,106.56 


Tabelle II. 


Vitaminhaltiges Nahrungsgemisch in der Tagesration. 





N Fe 
3 8 
OL en Oe ae ee ee a a 4,4720 0,028 44 
Per MOURNED ILO. sie ok oie) ee i 00532 
6,7 g Zucker . el al ae a 
30,0 g frischer Citronensaft . 
35,0 g Butter . A Ta ey en ae 
1,5 g eisenhaltiges Salzgemisch . ... . 0,078 12 
0,5 g Kochsalz . 2 es car eee ee 
Se oer Serre ee cae 0,2048 _ 
800,0 g destilliertes Wasser STONE ee 
Summe .. 4.7300 0.10656 


1) Der Eisengehalt des Reises, der Reiskleie und des Citronensaftes 
in den bei dem Versuche verwandten Mengen ist so gering, da® er unbe- 
riicksichtigt bleiben kann. Es handelt sich um etwa 3 mg Fe, die das Tier 
mit der Nahrung mehr bekommen hat, als der Berechnung zugrunde gelegt 
ist. Das Resultat wird dadurch nicht alteriert, da es sich um Vergleichs 
versuche handelt. 

Anmerkung: 25g polierter Reis hat dieselbe Kalorienzahl wie 8,4 g 
Reiskleie + 6,7 g Rohrzucker -++- 5,0 g polierter Reis. Mit der Butter erhielt 
die Nahrung den Vitaminfaktor A, mit der Reiskleie den Faktor B und mit 
dem Citronensaft den Faktor C. Erfahrungsgemi&®B geniigen bei einem 
menschlichen Siaugling 30cem Citronensaft, um Skorbut zu_ verhiiten. 





K. Haramaki: 





Tabelle III. (Diese Tabelle reic| 














—_ Korper- P saiieee Kot Nim Harn N im Kot Fe im Harn Fe im Kot 
suchs- gewicht Harnmenge menge 
ue ry g g g g 
I. Vor 
3 5000 525 
ze 4920 645 31 14,1913 2,2194 
3. 4890 660 
t. 4980 530 
5. 4870 330 53 9,8277 5,7134 
6. 4930 375 
Ms 4950 205 
e: 4970 415 39,7 6,0506 4.2772 
9, 5070 560 
10. 4970 435 | 
Li. 4930 415 43 8.0663 4.7893 0,002 65 0,167 13 
12. 4970 375 
i 13. 4930 495 
i 14. 4940 415 38 12,8451 3,7533 0,003 56 0.10691 
: 15. 1980 550 
4 If. Haupt- 
16. 5010 495 
17. 4920 520 43 13,0921 4.3375 0,000 36 0,14271 
18. 4980 775 
19. 4940 550 
20. 4920 285 37 9,3925 2,8251 0,001 85 0,13468 
21. 4980 495 
22. 4920 550 | 
23. 4980 365 65 10,9066  4,1708 0,001 40 0,194 56 
24. 1960 400 
25. 4920 660 
26. 4930 465 42,5 11,2594 2,8819 0,003 84 0.10058 
ai; 4920 380 
28. 4970 50] 
29. 4990 295 34,5 12,9550 2,3466 0,001 66 0,11822 
30. 4940 405 
31. | 
bis 3810 65,27 0,000 72 0,022 05 
37 (pro Tag) (pro Tag) 
38. 
bis 4520 52,84 0,00058 0,024 92 
44. (pro Tag) (pro Tag) 
Literatur. 
Miyadera, diese Zeitschr. 180, H.1 bie 3, 1922. — Yoshiue, nach 


dem Manuskript zitiert. — M. Tsuji, diese Zeitschr. 129, H. 1 bis 3, 1922. 





43. bis 86. Versuchstage. ) 
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le reic| 
N 
am Kot ler Nahrung 
g 8 
Vor eriode. 
4.7378 
4.7378 
4.7378 
4,7378 
4,7378 
4,7378 
4.7378 
4.7378 
4.7378 
| 4.7378 
6713 1.7378 
1.7378 
4.7378 
in 4.7378 
4.7378 
Lupt- periode. 
4,7300 
4271 4.7300 
4.7300 
4.7300 
468 4.7300 
1.7300 
' 4.7300 
4 5 4 4.7300 
4.7300 
4.7300 
O58 4.7300 
4.7300 
4.7300 
822 4,7300 
4.7300 
| 
205 
Tag) 
492 - 
Tag) 





Fe 


in der Nahrung 


~ 


0,10656 
0,106 56 
0.10656 


0,10656 
0,106 56 
0,106 56 


0,106 56 
0,10656 
0,10656 


0.10656 
0,106 56 
0.10656 


0,10656 
0.10656 
0.10656 


0,106 56 
0,106 56 
0,10656 


0,106.56 
0,106.56 
0,106.56 


0.10656 
0.10656 
0,106 56 


0,10656 
0,106 56 
0,106 56 


0,106 56 
0,106 56 
0,106 56 


0,10656 
(pro Tag) 


0.10656 
(pro Tag) 


NsBilanz 


+ 0,4526 
+ 0,4526 
+ 0,4526 


0,7946 
0,7946 
0,7946 


1,0798 
1,0798 
1,0798 


0,2958 


0.0537 


+ 


0.0537 


L 0.0537 


+ O.3705 


-O0,3705 


t 0.3705 


— Willy Weitzel, Vitamine 1921. — 


Fe-Bilanz 


0.04990 
+ 0.04990 
+ 0,04990 


+ 0.06974 
0,069 74 
+ 0,069 74 


+ 


t 


0,058 87 
+ 0,058 87 
. 0,058 87 


4 


0,06105 
0,06105 
L 0,06105 


+ 


+ 0,041 24 
0.04124 
0.04124 


t 0.07175 
- 0.07175 
0.07175 


t 


0,066 63 
+ 0,066 63 
- 0,066 63 


+ 0,08379 


- 0.08106 


Vorbemerkung 


In dieser Vorperiode 
wird der Hund mit der 
avitaminosen Nahrung 
gefiittert (Tabelle T). 


Die Grammgewichte des 
Kots in ganz getrock- 
netem Zustande. 


In dieser Hauptperiode 
wird der Hund mit der 
vitaminhaltigen Nah- 
rung gefiittert (Ta 
belle IT). 


In dieser Zweiwochen- 
periode wird der Hund 
ganz wie oben (Ta 
belle IT) gefiittert. 


E. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. 


Chem., II. Teil, 1920. — Landois und Rosemann, Lehrb. d. Physiol. 1921. 
A. Bickel, klin. Wochenschr. 1922. 








Zur Frage der Beeinflussung der Pepsinverdauung durch Starke. 
Von 
Anton Fischer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts 
der Wiener Universitit.) 


( Eingegangen am 4. September 1922.) 


In der physiologischen Literatur taucht immer wieder die Meinung 
auf, daB die Gegenwart von Kohlehydraten, insbesondere von Starke 
im Magen die Pepsinverdauung im Sinne einer Hemmung zu beeinflussen 
vermoégen. So findet sich z. B. auch in Tigerstedts Lehrbuch die Ansicht 
wiedergegeben, ,,dafs Kohlehydrate die Pepsindigestion stéren“. 

Die im nachstehenden mitgeteilten Versuche sind zu dem Zweck 
ausgefiihrt worden, um diese Frage zu kliren. 

Zunachst war die Frage zu beantworten, ob das Pepsin selbst von 
der Starke adsorbiert wird. Es wurde nach den Methoden von Gross?) 
und Michaelis*) die Volummenge der Pepsinlésung bestimmt, welche 
bei optimaler p,, und Temperatur die zur Bestimmung dienende Eiweib- 
lésung eben noch verdaut. Diesen Lésungen wurden wechselnde Mengen 
von ungeléster Starke, Stirkekleister und Stiarkegallerte hinzugefiigt. 
Kine Verlangsamung oder Hemmung der Verdauung konate aber 
nicht festgestellt werden. 

Es muBte weiter untersucht werden, ob die fiir die Pepsinverdauung 
unentbehrliche Menge von H-Ionen durch die Stirke beeinfluBt wird. 
Die vorerwihnten Pepsinbestimmungsmethoden eignen sich aber nicht 
zur Entscheidung dieser Frage, da dabei die zur Bestimmung dienende 
KiweiBlésung im vorhinein auf die optimale p, gebracht wird und bei 
der Neutralisation ausfaillt, oder es wird durch die Neutralisation die 
Feststellung des Verdauungsvorgangs verhindert [so nach der Methode 
von Glafner*)|. Das Casein nach Gross fallt zwar bei der Neutralisation 
nicht aus und die Reaktion auf die erfolgte Pepsinverdauung entsteht 
auch in der neutralen Caseinlésung, wenn an Stelle des vorgeschriebenen 
Natriumacetats eine Lésung von Natriumacetat und Essigsiure als 


‘) Berl. klin. Wochenschr. 1908, 8. 643. 
*) Michaelis, Prakt. d. phys. Chem., Springer 1921. 
3) Diese Zeitschr. 127, 312, 1922. 
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Reagens zur Verwendung kommt. Das Casein fallt aber schon bei 
schwach saurer Reaktion aus, die Bestimmung der fiir die Pepsin- 
verdauung unentbehrlichen Menge von H-Ionen ist daher nicht dureh- 
fiihrbar. 

Um die Frage nach der Beeinflussung der H-lonen durch die 
Gegenwart von Stiirke zu beantworten, wurde folgendermaBen vor- 
gegangen: 0,5 g Albumin aus Blut (Merck) ist in 200 ccm destillierten 
Wassers bei gelinder Wirme gelést worden. Je 3ccm dieser Lésung 
wurden mit einigen Kubikzentimetern einer 0,5proz. Pepsinlésung und 
mit wechselnden Mengen von 0,1 proz. Salzsiure versetzt und im Wasser- 
bad bei 39°C verdaut. Nach einigen Stunden wurden die Proben mit 
Ammonsulfat halb gesittigt, wobei in den nicht verdauten Lésungen 
ein dichter, weiBer, in kurzer Zeit sedimentierender Niederschlag von 
Globulin entstand. War geniigend Pepsin und Salzsiure vorhanden, 
so blieb der Niederschlag aus. 

Auch hier wurde zuniichst die geringste Menge von Salzsiure 
festgestellt, bei deren Vorhandensein die Verdauung eben noch erfolgt. 
Wurde nun dieser Lésung Stirke zugesetzt, so war eine Hemmung 
der Verdauung, wie Tabelle I zeigt, ebenfalls nicht feststellbar. Die- 
selben Resultate ergeben sich, wenn statt der 2,5proz. Bluteiweif- 
lésung 10- oder 20fach verdiinntes Pferdeblutserum zur Verwendung 
kommt (Tabelle Il und III). Durch die Anwesenheit der Starke bleibt 
daher die Pepsinverdauung in vitro unbeeinfluBt, z. B. 








Tabelle I. 
2,5 proz. Ifo proz. 2,5 proz. : ‘ : 

Biuttwei’s 0,1 ok Roe Searkes Starke- Ungeloste — 4 Stunden 
ee ; ais gallerte Starke albgesattigt mit 
losung losung kleister (NH,)o Oy 
ccm ccm ccm ccm ccm g£ 

3 V4 Vy, Niederschlag 
3 Y, Vy klar 
‘ Vy Vy, ? 
3 yy ly, ] 
3 yy iy 0,1 
Tabelle II. 
10 fach : Yo proz. 2,5 proz ; : 
a % 0,1 proz. HCl ee! BG od ol Nach 4 Stunden 
verd. Serum Pepsinlosung Starkeklkcister halbgesattigt m. (N Hy) SO, 
com com com com 
3 9 \ Niederschlag 
3 \y I 
3 yy, s ? 
: | Vy, klar 
3 1 yy 2 ‘3 
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Tabelle IIT. 





20 fach : 1y proz. 2,5 proz. ; : 
0,1 proz. HCl oe : . Nach 24 Stunden 
verd. Serum _ Pepsinlosung Starkckleister halbgesattigt m. (NH,)» SO, 
com ccm com ccm 
3 \y | klar 
3 Vy I l ae 
3 Yy | 4 
3 yy l ] o» 


Will man bei derartigen Versuchen eine véllige Umwandlung des 
KiweiBes in Peptone beobachten, ist eine etwas lingere Dauer der 
Bestimmung (2 bis 4 Stunden) und eine héhere Konzentration der 
Pepsinlésung erforderlich. Es scheint bemerkenswert, da die nach 
Drittelsittigung mit Ammonsulfat ausfallende Euglobulinfraktion 
rascher verdaut wird als das Pseudoglobulin, wihrend letzteres und 
das Albumin gleichzeitig verdaut werden (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





2,5 proz. ; Nach 4 Stunden mit (N Hy). SO, 
B i ifs . proz. 
"acer 0,1 proz. HCl Pepsinlésung ; " 
halbgesattigt gesattigt nach Filtrat 

com com com d. Globulins 
3 4 Niederschlag Niederschlag 
3 \/, Y si ‘ 
3 yy 4 ae 
3 | D 
3 yy Pe 
3 1 4 1 2 * ‘* 
3 \, , klar klar 
3 l iy * 9 
3 | Niederschlag Niederschlag 
3 4 l Sa - 
3 Y, | klar klar 
3 | | 5 9 


Wir gelangen zu der SchluBfolgerung, daf kein Anhaltspunkt 
dafiir vorliegt, dap die Pepsinverdauung in vitro durch die Gegenwart 
von Starke im Sinne einer Hemmung beeinflupt werde. 
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EL NINN chien 


Uber die Bedeutung der verschiedenen Vitamine fiir die 
Eisenassimilation beim heranwachsenden Individuum und iiber 
die Zusammensetzung der hoérperasche bei vitaminfreier und 

vitaminhaltiger Ernihrung. 


Von 
S. Yoshiue. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


( EBingegangen am 9. September 1922.) 


In einer Arbeit von Hamburger und Stransky (1) aus der Czernyschen 
Kinderklinik in Berlin werden klinische Beobachtungen mitgeteilt, 
aus denen hervorgeht, daB gewisse Formen alimentirer Anaimien und 
die mit Skorbut vergesellschafteten Animien bei Kindern durch eine 
Eisenmedikation viel weniger therapeutisch beeinfluBbar sind als 
durch eine Anderung der Kost im Sinne der Zulage frischer Gemiise 
oder GemiisepreBsifte. Die genannten Autoren haben die Vermutung 
ausgesprochen, da méglicherweise der Vitamingehalt der Gemiise 
erst die Eisenassimilation so wesentlich begiinstige, daB ohne Vitamin 
ein noch so groBes Eisenangebot fiir den Kérper nutzlos sei. 

Diese ganze Frage hat, wie man sieht, ein erhebliches praktisch- 
klinisches Interesse; aus diesem Grunde verlohnt es sich schon, sie 
einmal einer genauen experimentellen Priifung zu unterwerfen. Aber 
auch die theoretische Medizin ist stark dabei engagiert. Denn es konnte 
durch klinische Beobachtungen, wie besonders durch die Experimental- 
studien von Miyadera (2) am Tiere der Nachweis gefiihrt werden, 
daB die Vitamine bei der Kalkassimilation eine diese fordernde Rolle 
spielen. Wenn gleiches fiir das Eisen zutrife, so wire damit eine all- 
gemeinere Bedeutung der Vitamine fiir den Mineralstoffwechsel oder, 
besser gesagt, fiir die Assimilation lebenswichtiger Mineralien nach- 
gewiesen, wie sie unter anderen von Bickel (6) angenommen wird. 

Nun hat Haramaki (3) im hiesigen Laboratorium den Eisenstoff- 
wechsel beim erwachsenen Individuum, am Hunde, studiert. Er ver- 
wandte dabei das Ferrum citricum. Er hat zuerst die Eisenbilanz 
im vitaminfreien Zustand untersucht und dann die Eisenbilanz nach 
der Zulage der drei Vitaminfaktoren studiert. Er fand, dai mit der 
Anreicherung des Kérpers an Vitamin auch der Eisenansatz etwas 
gefordert wurde. 
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Meine Versuchsordnung war eine andere; denn mir kam es ja 
darauf an, die Beziehungen der Vitamine zur Eisenassimilation beim 
heranwachsenden Individuum zu priifen. Ich habe darum fiinf Gruppen 
junger Mause mit poliertem Reis und einem eisenfreien Salzgemisch 
(Calcium lacticum 50,0; Magnesium citricum 50,0; Kaliumchlorid 5,0 
und Kochsalz 125,0) ernihrt. Ferner bekamen alle Gruppen ein Eisen- 
praparat (Triferrin von Salkowski). Det Unterschied in der Ernahrung 
bestand darin, dali die erste Gruppe eine Butterzulage (Faktor A) 
erhielt, die zweite Gruppe eine Zulage von Reiskleie (Faktor B), die 
dritte Gruppe eine Zulage von frischem KohlriibenpreBsaft (Faktor C). 
die vierte Gruppe bekam keine Zulage (vitaminfrei!) und die fiinfte 
Gruppe (Normalgruppe) erhielt Butter, Reiskleie und Kohlriibenprefsaft. 
also Faktor A, B und C als Zulage. Die Tiere wurden bis etwa 4 Wochen 
in dieser Weise gefiittert, und dann wurden im Verlauf der letzten Zeit 
immer gleichzeitig einzelne Tiere aus allen Gruppen getétet und analysiert 

Die Analyse erstreckte sich natiirlich in erster Linie auf den Eisen- 
gehalt der Gesamttiere mit Ausnahme des Magen-Darmkanals, der nach 
der Tétung sorgfaltig herauspriipariert wurde, damit das in ihm enthal- 
tene, nicht resorbierte Eisen das Analysenergebnis nicht beeinfluBte. 

Gleichzeitig habe ich auch Aschenbestandteile quantitativ be- 
stimmt, niamlich das Chlorkalium, ferner Chlornatrium, Phosphor 
Magnesium und Calcium. So liefert meine Arbeit zugleich auch einen 
Beitrag zur Aschenanalyse der Tierkérper bei einer vitaminfreien Er- 
nihrung und einer Ernaihrung mit allen Vitaminfaktoren, wie mit 
jedem einzelnen der oben genannten Faktoren. Es steht somit meine 
Arbeit auch zu der Untersuchung von Morinaka (4) in Beziehung, der 
im hiesigen Laboratorium die anorganischen Bestandteile des Kérpers 
bei Avitaminose studierte. 

Ich will nun zunichst die Resultate meiner Versuche besprechen. 
um dann im Anhang die Versuche selbst in extenso mitzuteilen. Ich 
lege bei der Besprechung der Ergebnisse selbst die Durchschnitts- 
zahlen der Analysen je eines Minerals fiir simtliche oder mehrere Tiere 


einer jeden Gruppe zugrunde, um einen méglichen individuellen Faktor 


auszuschlieBen. 
Der Eisengehalt des Ko6rpers. 
11 Buttermause: 
100 g Korpergewicht 9,9633 mg Fe, 1g Asche 2,71 mg Fe 
11 Reiskleiemause : 
100 g Korpergewicht 10,8467 mg Fe, 1g Asche 3,19 mg Fe 
10 Kohlriibenmause: 
100 g Korpergewicht 11,4987 mg Fe, 1g Asche 3,23 mg Fe 
11 avitamindse Miuse: 
100 g Korpergewicht 9,1125mg Fe, 1g Asche 2,46 mg Fe 
15 normale Miuse: 
100 g Korpergewicht 11,4625 mg Fe, 1g Asche 3,54 mg Fe 
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Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daB die Kohlriiben- 
mause und die Normalmiuse, sowohl auf das Kérpergewicht, wie auch 
auf die Asche berechnet, einen unter sich fast gleichen und von allen 
anderen Gruppen den gréBten Eisengehalt haben. In der Asche haben 
die Normaimiuse, die also alle Vitamine bekamen, den gréften Eisen- 
gehalt. 

Die Reiskleiemiuse haben, auf das Koérpergewicht berechnet, 
einen etwas kleineren Eisengehalt, auf die Asche berechnet, denselben 
Kisengehalt wie die Kohlriibenmiause. 

Die Buttermause haben in beider Hinsicht einen kleineren Eisen- 
gehalt, und die avitaminésen Miiuse haben den kleinsten Eisengehalt. 

Dieses Resultat findet man auch, wenn man die einzelnen Analysen, 
die an gleichzeitig getéteten Tieren der verschiedenen Gruppen aus- 
gefiihrt wurden, unter sich vergleicht. 

Da nun der Prozentgehalt der Asche an Eisen bei den Normal- 
tieren und den Kohlriiben- und Reiskleiemausen am gréBten und bei 
den avitaminésen Mausen am kleinsten ist, muB der Korper dieser 
letzteren Tiere entweder Eisen verloren haben oder unfaihig gewesen 
sein, Eisen anzusetzen, oder er hat beide Stérungen erfahren. 

Aus alledem geht also hervor, daB die Vitaminfaktoren B und C 
die Hauptstiitzen fiir die Eisenretention bzw. -Assimilation sind. Der 
Vitaminfaktor A ist zwar nicht vollig wirkungslos in diesem Betracht, 
aber doch von untergeordneter Bedeutung. 

Meine Versuche beweisen also, daB die Vitamine beim heranwachsen- 
den Individuum einen ausschlaggebenden EinfluB auf die Grépe des 
Kisengehaltes des Kérpers haben, und dafs dabei vor allem die Faktoren B 
und C die wichtigste Rolle spielen. Es werden durch meine Versuche 
die eingangs erwihnten pidiatrisch-klinischen Beobachtungen be- 
stitigt. 

Der Kaligehalt des Korpers. 
11 Buttermiiuse: 
100 g Kérpergewicht 0,3644 g KCl, 1g Asche 0,0988 g KC! 
9 Reiskleiemause : 
100 g Koérpergewicht 0,3998 g KCl, 1g Asche 0,1200 g KCl 
12 Kohlriibenmause: 
100 g Kérpergewicht 0,3865 g KCl, 1g Asche 0,1098 g KCI 
11 avitaminése Miause: 
100 g K6érpergewicht 0,3456 g KCl, Ig Asche 0.0899 g KCl 
15 Normalmiuse: 
100 g Kérpergewicht 0,4026 g KCl, 1g Asche 0,1257 g KCI 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daB die avitaminosen 
Mause und die Buttermause unter sich fast denselben und im Vergleich 
zu den anderen Gruppen den kleinsten Kaligehalt haben, sowohl auf 
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das Koérpergewicht wie auch auf die Asche berechnet. Dann folgt 
der Kaligehalt der Kohlriibenmiause, der nur wenig hinter dem Kali- 
gehalt der unter sich in dieser Hinsicht fast gleichen Reiskleie- und 
Normalmiuse zuriickbleibt. Man kénnte daran denken, daB vielleicht 
in den Vegetabilien (Reiskleie und Kohlriibensaft) das Kali in besonders 
leicht assimilierbarer Form vorhanden wire, und daB so die Reiskleie-, 
Kohlriiben- und Normalmiuse einen kleineren, physiologisch besonders 
wirksamen Kaliiiberschu8 im Vergleich zu den anderen Miiusegruppen 
hatten, die ja fast nur auf das Kaliumchlorid der Salzmischung an- 
gewiesen waren. Viel wahrscheinlicher ist aber nach meiner Meinung 
die Annahme, dab die Differenzen in dem Kaligehalt der Tierkérper 
mit dem Vitamingehalt derselben in Beziehung stehen, da iiber die 
Assimilierbarkeit verschiedener Kaliverbindungen, soweit ich es tiber- 
sche, nichts bekannt ist. Ferner wirde der KaliiiberschuB, den diese 
Reiskleie-, Kohlriiben- oder Normalmiuse durch die Zulage eben 
dieser Vitaminsubstanzen erhielten, sich, auf 100g Kdérpergewicht 
berechnet, doch immer nur in der GréBenordnung von Milligrammen 
oder Dezimilligrammen bewegen, wihrend die Differenzen im Kali- 
gehalt der verschiedenen Tiergruppen faktisch mehrere Zentigramme 
betragen. Auch das zeigt, da die etwas kalireichere Nahrung nicht 
wegen ihres Kaligehaltes Ursache fiir das beobachtete Phinomen sein 
kann. Dazu kommt noch ein anderes. 

Aus der Tabelle III erhellt namlich, daB mit der prozentigen Zu- 
nahme des Kérpergewichts in der Reiskleie- und Normalgruppe die 
prozentige Zunahme des Kaligehaltes in der Asche parallel geht, da 
ferner mit der Abnahme des Kérpergewichts bei den Kohlriiben-, 
Butter- und avitaminésen Gruppen auch die Abnahme des Kaligehaltes 
der Asche parallel verliiuft. Daraus folgt, daB-das bei der Kérper- 
gewichtszunahme zu wenig angesetzte Kérpermaterial mindestens zum 
Teil Material sein muB, das Kali enthalt, und daB das bei der Korper- 
gewichtsabnahme eingeschmolzene Kérpermaterial zum Teil wenigstens 
Material sein mu’, das Kali enthielt. Solches Material kann aber nur 
das ZelleiweiB, nicht das Fett und Kohlehydrat sein. So bringen auch 
meine Versuche wieder den Beweis, daB bei der Avitaminose Protoplasma- 
eiweif vermindert angesetzt oder in pathologischer Weise zerstért wird. 

Weiterhin lehren meine Versuche, dap unter den verschiedenen 
Vitaminfaktoren der Faktor A den normalen Kaligehalt des Korpers 
am wenigsten garantiert, die Faktoren B und C, und zwar jeder fiir sich, 
den Kaligehalt des Kérpers in annihernd normalem Umfange aufrecht 
erhalt. Ganz dasselbe habe ich oben fiir das Eisen feststellen kénnen. 
Auf diesen Parallelismus zwischen dem Verhalten des Kalis und des 
Kisens méchte ich hier noch besonders hinweisen. Ob allerdings die 
Stérung in der Eisenassimilation in einer so direkten Beziehung zum 
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allgemeinen Wachstum bzw. zur allgemeinen Einschmelzung des Proto- 
plasmas steht, wie wir es fiir das Kali annehmen miissen, ist deshalb 
unwahrscheinlich, weil fiir die Eisenassimilation bekanntlich ganz be- 
stimmte Koérpergewebe, vor allem das Blut und die Leber in Frage 
kommen. So wird sich also auch die avitaminése Stérung, die in einer 
Verminderung des Eisengehaltes des Tierkérpers zum Ausdruck kommt, 
vor allem auf diese speziellen Organe beziehen. 


Der Phosphorgehalt des Korpers. 
11 Buttermiiuse: 
100 g Korpergewicht 1,7995 g P,O;, 1 g Asche 0.4888 g PO, 
11 Reiskleiemause : 
100 g Koérpergewicht 1,6081 g P,O;, 1 g Asche 0,4727 g PO; 
10 Kohlriibenmause: 
100 g Kérpergewicht 1,7527 g P,O;, 1 g Asche 0,4800 g PO, 
9 avitaminOose Miiuse: 
100 g Koérpergewicht 1,9294 g P,O;, 1 g Asche 0.5031 g PO; 
13. Normalmiiuse: 

100 g Koérpergewicht 1,5727 g P,O;, 1 g Asche 0,4945 g P,O; 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, da die avitaminésen 
Mause am meisten Phosphor und die Normalmiuse am _ wenigsten 
Phosphor hatten. Die Butter- und Kohlriibenmiiuse stehen hinsichtlich 
des Phosphorgehalts den avitaminésen Miiusen, die Reiskleiemause 
aber den Normalmiiusen niher. Daraus wieder folgt, da der avita- 
minése Kérper und der mit dem Faktor A oder C gespeiste Kérper 
hinsichtlich des Phosphorgehalts sehr ahnlich sind, waihrend der mit 
dem Faktor B versehene Kérper sich ahnlich dem Normalkérper verhalt. 
Wenn wir diese Beobachtungen mit der Gewichtstabelle II] in Zu- 
sammenhang bringen, dann sehen wir, daB, je hGher das Kérpergewicht 
ist, um so niedriger der Phosphorgehalt erscheint, das mit der Ab- 
nahme des Kérpergewichts aber eine Vermehrung des Phosphors 
einhergeht. Das kann nur so erklart werden, da® fiir die Zu- bzw. 
Abnahme des Kérpergewichts die Zu- bzw. Abnahme der Weichteil- 
masse des Kérpers in erster Linie in Frage kommt, withrend das Skelett 
im groBen und ganzen unverindert bleibt. Das Skelett aber enthalt 
die Hauptphosphormenge des Kérpers. Also wird bei der Avitaminose 
der Kérper durch seinen Weichteilschwund wahrscheinlich nur relativ 
phosphorreicher. Diese Beobachtungen stehen mit den Morinakaschen 
Angaben nicht im Einklang, da dieser bei seinen avitaminésen Mausen 
einen sehr niedrigen Phosphorgehalt fand. Es ist daher wohl moglich, 
daB beim Phosphor die Verhiiltnisse doch komplizierter liegen, als ich 
es oben schilderte, und es miissen weitere Versuche dariiber angestellt 
werden, wie sich bei der Avitaminose die Assimilation einzelner Phos- 
phorverbindungen verhilt, da ja natiirlich auch die Art des Nahrungs- 
phosphors eine Rolle spielen kann. 


LA 
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Der Kalk- und Magnesiumgehalt des Kérpers. 
13 Buttermmiuse: 
100 g Korpergewicht 1,6533 gCaO, 1g Asche 0,4541 g CaO 
13 Reiskleiemiuse: 
100 g Koérpergewicht 1,3683 gCaO, 1g Asche 0,4107 g CaO 
12 Kohlriibenmause: 
100 g Korpergewicht 1,5299 g CaO, 1g Asche 0,4311 gCaO 
11 avitaminése Mause: 
100 g Korpergewicht 1,7357 g CaO, Ig Asche 0,4597 g CaO 
15 Normalmause: 
100 g Korpergewicht 1,2410 gCaO, 1g Asche 0,3855 g CaO 
13 Buttermause: 
100 g Koérpergewicht 0,1438 gMg,P,0,, 1g Asche 0,0412 g Mg, P.O, 
13 Reiskleiemause: 
100 g Korpergewicht 0,1173 gMg,P,0,, 1g Asche 0,0352 gMg,P,0, 
12 Kohlriibenmause: 
100 g Kérpergewicht 0,1335 gMg,P.0,, 1g Asche 0,0375 g Mg,P,0O, 
11 avitaminése Mause: 
100 g K6rpergewicht 0,1572 gMg,P.,0,, 1g Asche 0,0415 g Mg, P,0, 
15 Normalmiiuse: 
100 g Koérpergewicht 0,0958 gMg,P,0,, 1g Asche 0,0295 gMg,P,0, 


Die vorstehende Zusammenstellung zeigt, dap die Werte fiir den 
Kalk- und Magnesiumgehalt vollstdndig parallel gehen. Die avitamindsen 
Méduse haben den grépten Gehalt an diesen Substanzen, dann folgen die 
Butter-, Kohlriiben- und Reiskleiemduse, und am wenigsten Kalk und 
Magnesium haben die Normaltiere. Das steht mit den Morinakaschen 
Versuchen im Einklang. Also auch beim Kalk- und dem Magnesium- 
gehalt sehen wir, da® fiir ihn ausschlaggebend das Skelett ist, dessen 
Masse offenbar bei der Avitaminose ziemlich unverindert bleibt, wihrend 
die Weichteile des Kérpers einschmelzen oder in ungeniigender Menge 
beim Wachstum angesetzt werden. 


Der Chlornatriumgehalt des Ké6rpers. 

11 Buttermiuse: 

100 g K6érpergewicht 0,4846 g NaCl, 1g Asche 0,1315 g NaCl 
9 Reiskleiemiuse: 

100 g Koérpergewicht 0,5075 g NaCl, 1g Asche 0,1528 g NaCl 

12 Kohlriibenmiiuse: 
100 g Kérpergewicht 0,4973 g NaCl, 1g Asche 0,1425 g NaCl 
11 avitaminose Mause: 

100 g Koérpergewicht 0,4597 g NaCl, 1g Asche 0,1214 g NaCl 
15 Normalmiiuse: 

100 g Koérpergewicht 0,5136 g NaCl, 1g Asche 0,1595 g NaCl 


Aus dieser Tabelle geht hervor, dap die avitaminésen Mduse den 
geringsten NaCl-Gehalt haben. Dann folgen Butter-, Kohlriiben-, Reis- 
kleiemduse und schlieBlich die Normalmiéuse mit dem grépten Gehalt 
an Kochsalz. Es enthalt also derjenige Kérper, der am meisten an Ge- 
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wicht wihrend der Versuchszeit zugenommen hat, am meisten Kochsalz. 
Da das Kochsalz als zirkulierendes Salz iiber den ganzen Kérper mehr 
oder weniger gleichmaBig verteilt ist, mu’ der Weichteilschwund auch 
zur Kochsalzverarmung fiihren. Es ist also der Kochsalzgehalt direkt 
dem Gewicht proportional. 


Zusammenfassung. 

Aus allen meinen Beobachtungen geht folgendes hervor: 

1. Bei der avitaminésen Stérung nimmt der Aschengehalt des 
einzelnen Tierkérpers zu. Am stirksten ist die Verinderung im Aschen- 
gehalt bei den avitaminésen Tieren, dann folgen die Tiere mit dem 
Faktor A, dann diejenigen mit dem Faktor C, dann diejenigen mit 
dem Faktor B und endlich die Normaltiere mit dem geringsten Aschen- 
gehalt, auf das Kérpergewicht berechnet. 

2. Parallel mit den Werten des Gesamtaschengehalts geht der 
Kalk-, Magnesium- und wahrscheinlich auch Phosphorgehalt der Kérper. 

3. Eisen-, Kalium- und Kochsalzgehalt gehen unter sich parallel, 
aber der Verlauf ihrer Kurven, die die verschiedenen Tiergruppen 
beriicksichtigen, ist umgekehrt wie der Verlauf der entsprechenden 
Kurven fiir die Gesamtasche, fiir den Kalk, das Magnesium und den 
Phosphor, d. h. die Tiere, die z. B. am meisten Kalk haben, weisen 
den geringsten Kaligehalt auf. 

4. Fiir den Ansatz von Eisen bzw. fiir die Erhaltung des Bestandes 
des Kérpers an Eisen, Kalium und Kochsalz erwies sich das Vitamin 
der Reiskleie und der Kohlriiben wirksamer als das Buttervitamin. 
Am wirksamsten war natiirlich die Anwesenheit aller Vitamine. 

5. Die Verminderung des Kali- und Kochsalzgehaltes der Tier- 
kérper bei der totalen oder partiellen Avitaminose kommt wahrschein- 
lich ganz allgemein von dem mangelhaften Ansatz bzw. der Ein- 
schmelzung von Weichteilen des Koérpers. Der mangelhafte Eisen- 
ansatz bei reichlicher Eisenzufuhr scheint mir dagegen auf einer direkten 
Stérung der Eisenassimilation in bestimmten Organen infolge des 
Vitaminmangels zu beruhen. Die relative Vermehrung der Gesamt- 
asche, des Kalkes, des Magnesiums und des Phosphors bei der Avita- 
minose hat offenbar ihren Grund in der gréBeren Widerstandsfahigkeit 
des Skeletts gegeniiber der avitaminésen Stérung. 


Versuchsprotokolle. 


Kosttabelle. 
Buttergruppe . . . Reis, Butter, Salzgemisch und Triferrin 
Reiskleiegruppe . . Reis, Reiskleie, Salzgemisch und Triferrin 
Kohlriibengruppe_ . Reis, frischen Kohlriibensaft, Salzgemisch u. Triferrin 
Avitaminosengruppe Reis, Salzgemisch und Triferrin 
Normalgruppe . . . Reis, Butter, Reiskleie, Kohlriibensaft, Salzgemisch 
und Triferrin. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 24 
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Jede Gruppe bestand aus 12 jungen Miausen. 

Jede Gruppe erhielt tiglich gekochten Reis, 0,15 g Triferrin, 0,03 ¢ 
Salzgemisch, ferner 3 g Butter oder 3g Reiskleie oder 3 g Kohlriibensaft 
oder alle drei Vitaminsubstanzen zusammen, je nach der Gruppe. 

Salzgemisch: Kochsalz . . . 125,0 
Calcium lacticum 50,0 
Mg citricum. . 50,0 
Bee. ceca. 262 


Futterungsmethode: 

1. Fitterung am Morgen: Wenig Reis, mit den jeweiligen Vitamin- 
zulagen, Salzgemisch + Triferrin. 

2. Fiitterung am Abend: Wenn die Morgenportion aufgefressen war, 
bekamen die Tiere Reis in groBer Menge, so daB am folgenden Morgen noch 
etwas Reis tibrig geblieben war. Die Menge des Abendfutters muBte aus- 
probiert werden. 


Tabelle I *). 
1. Versuchsreihe. 





Nr. des Ticres 


5 6 7 8 9 10 11 12 





Datum 1 


nN 
aw 
— 


K6i pergewicht in g 


Buttergruppe: 
2.111. || 14 | 14 10 9 iS | 401 10} 14°} 33 -} 48.| 20 
9.IIt. || 16 | 14 11 9 2 |) 42.) 31 | 28} 14) 6 | 2 
10.11. |) — _ - ~ t - 4 —|—/|]|fti =- 
1] — | 20 ‘ 


—_— 
2.5 28 


16. IIL. || 17 14 14 12 16} 15; — |} ll 
19. 11I. | 15 | 13 13 11 — 17 11 14} 12; — | 10 
20.111. 14 iS fe.) — 16 11 - 14 | 12 -. | 30 
21.111. || — — ~ — - -- - | — - | — 
22.111. || 14 T 14 11 — 17 1] i 13 1] 
28.1II. || 14 : 12 10 15 11 13 10 
29.111. | 14 - 13 Tr - 16 11 13 10 
$0. IIT. || 14 = . — - 16 11 x [=e 
2.1V. || 13 - — — — 17 11 - — 
He | Be _ - — ‘4 = - -|— - 
Reiskleiegruppe: 
> Ay a a ee 10 | 22 9 11 11 8 13 o | 30 | 261.7 
9. TTI. | 11 10 | 23 10 12 12 9 13 oe) Re ret Fe 
10.010.) — | — — — — — - -- — | —| - -- 
16. IIT. |} 11 | 12 24 10 | 13 12 9 4} 10} Hh) 7) Ss 
19. ITT. 9 | 10 | 24 10 12 10 8 14 S) 303 201 Ft 
20. IIT. 9 9 | 24 10 12 IL 8 13 8 | 10; 16} - 
21.111. | — _ — — — — — — —- —-j|- 
22. 111. || 10 " 27 10 T 12 8 14 8 | 11 | 16 
28. ITI. 9 25. | 10 - 12 8 14 9) 221. 
29. 753. | 25 ri — 12 8 15 9} 12) 15 
30.11. — _ 25 - _ 12 T ae 5 ri ae VB 
2.IV. | — - 25 - = 12 - 14) —;—j— - 
3.1IV. — - x — — x _ ‘i —-|-/|T 


1) + bedeutet, da die betreffenden Tiere spontan gestorben waren. 
T bedeutet, daB die betreffenden Tiere kiinstlich getétet worden waren. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Nr. des Tieres 
Datum 1 2 3 4 5 6 7 ~ 9 10 11 12 
Korpergewicht in g 
Kohlriibengruppe: 

2. III. || 10 12 7 9 ll 8 18 14 10 8 9 9 

9. LIT. ll 13 8 9 ll 9 19 15 12 9 10 10 
10. Tit. |} — — — — — — — — - _ _ -_ 
16. 11I. 10 11 9 10 ll 9 19 l 10 #10 9; 10 
19. 11f. 10 10 9 9 10 8 18 13 + 9 9; 10 
20. IIT. 9 9 8 7 9 8 17 12 + 8 s 9 
21.111. || — ¥ — t — — — _ se = + 
22. 151. 11 — — — ll es 18 14 10 10; — 
28.111. 10 — — — 11 — 18 14 10 10 
29. III. || T — — — ll — 17 13 9/10 
30. IIL. || — -- — . — 17 13 Sic-F 

i a -- — a ~- — 16 11 8 _- 

3. FV. — ~ — — — ¥ ¥ nl 

Avitaminése Gruppe: 

2.111. || 8 7 11 9 ll 11 10 8 1 2 | 7 8 
9. IIT. 8 8 11 11 11 12 11 9 1] 13; 8 9 
10. I1I. || — — — - — . — . — _ . 
16. IIT. 9 7 9 12 10 13 9 7 10 7 10 
19. IIT. s 7 10 10 10 11 8 7 9 zi § 10 
20. III. 7 6 9 10 9 ll 9 7 8 ll + 9 
21. III. + — — — — — — + — 
22. 11I. || — T 11 12 y 12 10 9; 12 10 
28. 111. |) — -- 11 11 -- 11 10 + 14}; — 10 
29.111.) — — 10 9 — + T i3; — 10 
30. ITT. - - 9 T — - - 13 Ki 
2. IV. — — 9 . - _ 10 ee 

3. IV. _ - x -- — oy 

Normalgruppe: 

2. Til. 8 11 9 9 9 8 7 8 7 6/| 6 6 
9. IIT. 9 12 10 10 LO 9 8 yg 8 7 7 6 
10.0. ; — : — — - — . —_ _ 
16. LIT. 9 14 12 11 11 ll 8 11 9 se} 8 7 
19. LIT. 9 16 12 12 11 12 8 11 9 9 7 8 
20. IIT. || 9 15 12 12 11 12 9 10 9 9 7 7 
22.11I..5 — — 13 13 12 13 9 1] ll ) 7 7 
23. 131.|| T bi 14 15 14 15 10 12 13 ll 8 + 
29. III. || — _ 14 14 14 15 i 12 13 12 8 
30. ITT. - 14 . ol sig 12 13 di 8 

2. 1V. os 13 -- — 12 12 9 

3. IV. - -- T — T a 


Buttergruppe Maus Nr. : 


Anmerkung: Im Verlauf dieser Fiitterung habe ich gesehen, da in der 
Beinen 


und 4 an den hinteren und vorderen 


paretische Erscheinungen darboten, und dai bei der avitaminésen Gruppe 
die Tiere Nr. 4 und 12 an den beiden hinteren Beinen typisch geliihmt waren. 
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Tabelle II. 2. Versuchsreihe. 





Buttergruppe Reiskleiegruppe ne Avitamindse Normalgruppe 

Datum Korpergewicht Korpergewicht Etepenreteht aoe Korpergewicht 
8 & g & 8 
29. IV. || 67 67 68 69 68 
5:¥. 63 64 62 63 68 
13. V. 62 68 65 57 76 
18. V. || 61 69 65 57 75 


Anmerkung: Jede Gruppe bestand aus 5 Mausen und wurde immer in 
toto gewogen. Die Versuchsanordnung war sonst ganz wie bei der ersten 
Versuchsreihe. Von jeder Gruppe habe ich mit 4 Miusen die chemische 
Analyse gemacht. 

Tabelle III. 
Tabelle tiber die K6rpergewichtsveriinderungen der einzelnen Gruppen 
wiihrend des Versuches. 

Korpergewichtszunahme bzw. -abnahme am Ende des Versuches 
berechnet auf 100 g Korpergewicht zu Beginn des Versuches. 


1. Reihe: 
Buttergruppe . . . . 3,41 g abgenommen fiir 100 g Kérpergewicht 


Reiskleiegruppe . . . 5,21 g zugenommen ,, 100g ‘a 
Kohlriibengruppe . . 3,53g abgenommen ,, 100g = 
Avitaminése Gruppe 7,35 g abgenommen ,, 100g Pr 
Normalgruppe . . .50,34g zugenommen ,, 100g - 


2. Reihe: 
Buttergruppe . . . . 8,95 g abgenommen fiir 100 g Kérpergewicht 


Reiskleiegruppe . . . 2,89g zugenommen ,, 100g a 
Kohlriibengruppe . . 4,41 g abgenommen ,, 100g ‘a 
Avitaminése Gruppe 17,39 g abgenommen ,, 100g - 
Normalgruppe . . .10,29g zugenommen ,, 100g es 


Tabelle IV. 





Butters Reiskleies | Kohlriiben- 
gruppe gruppe gruppe 
Fe: 
Zahl der analysierten Miuse . . ll 1] 10 
Korpergew icht ohne Magen und Darm (s) 112,1515 | 109,6930 | 91,7528 
Absolute Aschenmenge (g) . 4,1352|  3,7398 | 3,3828 
Aschenprozent zum Koérpergew icht (K G) 2 3,6798 3.4001 3,6518 
Absolute Fe-Menge (mg). ....... 11,19 11,92 10,55 
Milligramm Fe in 100g KG...... 9,9633 10,8467 11,4987 
Milligramm Fe in 1g Asche ...... 2,71 3,19 3,23 
P,O;: 
Zahl der analysierten Miause .. . ‘ 11 11 10 


Kérpergewicht ohne Magen und Darm (g) 112,1515  109,6930 91,7528 
Absolute Aschenmenge (g) . . : |; 4,1352 3,7398 3,3828 
Aschenprozent zum KG... . . || 3,6798 | 33,4001 3,6516 
Absolute P,O, -Menge (mg) . ve ae <P RORESS 1 27757) 1626,24 
Milligramm P, .Os in 100¢ re 1799.51 | 1608,18 1752,77 
Milligramm P,O,; in 1g Asche... . . | 488,82 472,76 480,03 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
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CaO, Mg.P,0O,: 
Zahl der analysierten Mause ; 
Korpergew icht ohne Magen und Darm (g) 
Absolute Aschenmenge (g) : 
Aschenprozent zum KG 


CaO: 
Absolute CaO-Menge (vy). . 
Gramm CaO in 100g KG. 
Gramm CaO in 1g Asche . 

Mg,P,0O,: 
Absolute Mg,P,0,-Menge (g). . 
Gramm Mg,P,O,; in 100g KG. 
Gramm Mg,P,0, in 1g Asche . 
~ NaCl, KCI: 
Zahl der analysierten Miiuse 
Kérpergewicht ohne Magen und Darm (g) 
Absolute Aschenmenge (g) . 
Aschenmenge zum KG 
Absolute NaCl-Menge (g). 
Gramm NaCl in 100g KG 
Gramm NaCl in 1g Asche 
Absolute KCl-Menge (g) . 
Gramm KCI in 100g KG . 
Gramm KCl in 1 g Asche 


Butter. 
gruppe 


13 
131,5400 
4,8242 
3.6482 


2,1874 
1,6533 
0,4541 


0,1900 
0,1438 
0,0412 


11 
112, 1515 
4,135 
3.6798 
0,5456 
0,4846 
O,1315 
0,4108 
0,3644 
0,0988 


or 


Tabelle IV (Fortsetzung). 


Reiskleies = Kohlruben- 
gruppe gruppe 


13 12 
128,105] 105,8740 
4,3138 3,8389 
3,0294 3,5461 


L777i7 1,6553 
1,3683 1,5299 
0,4107 0.4311 
0,1563 0, 1481 
0,1173 0,1335 
0,0352 0.0375 
9 12 
93,3929 105,8740 
3,1500 3,8328 
3,3216 3,5461 
0,4827 0,5654 
0,5075 0,4973 
0.1528 0,1425 
0,33853 0,4321 
0,3998 0.3865 
0,1200 0.1098 





Fe: 
Zahl der analysierten Miiuse ‘ 
K6rpergewicht ohne Magen und Darm (e) 
Absolute Aschenmenge (g). ; 
Aschenprozent zum Kérpergewic ht (KG) 
Absolute Fe-Menge (mg) “ae 
Milligramm Fe in 100g KG 
Milligramm Fe in 1g Asche. 

P.O;: 
Zahl der analysierten Miuse , 
Kérpergewicht ohne Magen und Darm (g) 
Absolute Aschenmenge (g) eee 
Aschenprozent zum KG . 
Absolute P,O,;-Menge (mg) . . 
Milligramm P,O, in 100g KG 
Milligramm P,O, in 1 g Asche 

CaO, Mg,P,0O,: 
Zahl der analysierten Miuse 
Kérpergewicht ohne ay a und Darm (g) 
Absolute Aschenmenge (g). i gas 
Aschenprozent zum KG 


Avitaminosens 


gruppe Normalgruppe 
lI 15 
85,6501 148,1730 
3,2918 4,8044 
3,7752 3,2142 
8,11 16,99 
9,1125 11,4625 
2,46 3,54 
9 13 
73,1860 129,3581 
2,8444 4,2084 
3,8371 3,2296 
1421,42 2029,30 
1929,48 1572,71 
503,17 494,53 
11 15 
85,6501 148,1730 
3,2918 4,8044 
3,7752 3,2142 


ht EE 


aes tee: 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
vitaminosens t 
A “ae . Normalyruppe 

CaO: 
Absolute CaO-Menge (g) 1,5119 | 1,8362 
Gramm CaO in 100g KG 1,7357 1,2410 
Gramm CaO in 1g Asche 0,4597 0,3855 

Mg. P,O,: 
Absolute Mg,P,0,-Menge (g) . . 0,1384 0,1480 
Gramm Mg,P,0O, in 100g KG . 0,1572 0,0958 
Gramm Mg,P,O, in 1g Asche 0,0415 0,0295 

NaCl, KCl: 
Zahl der analysierten Miuse . . 11 15 
Korpergewicht ohne Magen und Darm (e) 85,6501 148,1730 
Absolute Aschenmenge (g) : 3,2918 4,8044 
Aschenprozent zum KG . 3,7752 3,2142 
Absolute NaCl-Menge (g). . 0,4089 0,7669 
Gramm NaCl in 100g KG. 0,4597 0,5136 
Gramm NaCl in 1g Asche . 0,1214 0,1595 
Absolute KCl-Menge (g) 0,3092 0,6040 
Gramm KCl in 100g KG 0,3456 0,4026 
Gramm KCl in 1g Asche 0,0899 0,1257 


Literatur. 


1) Hamburger und Stransky, Monatsschr. f. Kinderheilk. H. 6, 1921. — 
2) Miyadera, diese Zeitschr. 130, H. 13, 1922. — 3) Haramaki, ebendaselbst 
1922. — 4) Morinaka, ebendaselbst 1922. — 5) Funk, Die Vitamine, 1922. — 
6) A. Bickel, Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 29, 1922. 
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‘ber den Einflu6b der Funktion auf den Verlauf der Avitaminosen. 


Von 
S. Yoshiue (Tokio). 
(Aus der experimentell - biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 
(Eingegangen am 9. September 1922. 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus dem Stoffwechselversuch TJ'sujis (1) an einem vitaminfrei 
ernihrten Hunde geht hervor, daB, wie es A. Bickel (2) in seinem 
Aufsatz tiber die Theorie der Vitaminfunktion dargelegt hat, der Kérper 
im Zustande der Avitaminose die Fihigkeit einbiiBt, die resorbierte 
Nahrung in physiologischer Weise im Zellstoffwechsel auszunutzen. 
Wenn man diese ganze Stérung als Assimilationsstérung auffaBt — 
eine herabgesetzte Stérung kann ihr natiirlich ebensogut zugrunde 
liegen wie eine gesteigerte Dissimilation —, so wiirde daraus folgen, 
daB alle produktive Tatigkeit der Zelle durch den Vitaminmangel in 
empfindlicher Weise gestért ist. Diese Produktionsstérung muB sich, 
was ja schon lange bekannt ist, im allgemeinen K6érperwachstum 
jugendlicher Individuen zeigen, wie auch bei einer unter besonderen 
Verhaltnissen am Koérper des ausgewachsenen Individuums erforderlich 
werdenden Gewebsneubildung. Das trifft z. B. fiir den Wundheilungs- 
prozeB zu. In der Tat hat auch /shido (3) im hiesigen Laboratorium 
den experimentellen Beweis dafiir erbringen kénnen, daB Hautwunden 
vitaminfrei ernihrter Tiere schlechter heilen als entsprechende Wunden 
bei vitaminreich, und zwar hierbei entweder unterernaihrten oder hin- 
reichend ernihrten Kontrolltieren. 

Produktive Tiatigkeit der Zelle ist aber auch der Vorgang, bei 
dem die Zelle Material ersetzt, das bei ihrer spezifischen Leistung — 
ganz abgesehen von dem Auf- und Abbau der Zellsubstanz beim all- 
gemeinen LebensprozeB — verbraucht wird. Ja, wir wissen, dab hier 
sogar der Ansatz im AnschluB an den funktionellen Verbrauch iiber 
das urspriingliche Ma® hinaus gesteigert werden kann. So entsteht 
die Hypertrophie der einzelnen Muskelfibrillen beim arbeitenden 
Muskel, so entsteht hier auch die Hyperplasie des Muskels, die gewisser- 
maben eine Fortsetzung des hypertrophierenden Prozesses iiber das 
einzelne Zellindividuum hinaus bedeutet. 

Alle diese regeneratorischen Vorgiinge miissen, wenn die eingangs for- 
mulierte theoretische Auffassung der Avitaminose zu Recht besteht, bei 
ihr gestért sein. Diese Assimilationsstérung kann verschieden hohe Grade 
erreichen ; sie kann einmal zu Veranderungen im Aufbau der Zelle jenseits 
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der Sichtbarkeitsgrenze fiihren, sie kann aber auch zu mikroskopisch 
nachweisbaren Strukturverainderungen der Zelle, zur Atrophie, zur 
Degeneration mit allen ihren Folgeerscheinungen Veranlassung geben. 

So fiihrt also die oben genannte Theorie der Vitaminfunktion folge- 
richtig zu dem Schlup, dap zwischen der Grope der funktionellen In- 
anspruchnahme einzelner Organe oder mehr oder weniger des ganzen 
Korpers und der Lokalisation, wie dem ganzen Verlauf der avitamindsen 
Erkrankung Beziehungen bestehen miissen, auf die kiirzlich Bickel (4) 
in seinem Vortrage auf der Pathologentagung in Berlin hingewiesen 
hat. So wird uns die besondere Lokalisation der avitaminésen St6érung 
am BlutgefiBsystem, die zu den Hamorrhagien fiihrt, verstindlich, 
so begreifen wir auch die schweren Degenerationen am Herzmuskel. 
Ich selbst habe beobachtet, daB bei fleiBigen Schiilern aus den unteren 
Volksschichten, also bei Jugendlichen, die den ganzen Tag iiber haupt- 
siichlich hinter den Biichern sitzen, als Friihsymptom der Beriberi 
hiufig Sehschwiche auftrat, die nicht durch Refraktionsanomalien 
bedingt war. Herzklopfen habe ich als Friihsymptom der Beriberi 
gerade bei Jugendlichen iiberaus hiufig gesehen. Endlich konnte ich 
immer wieder feststellen, wie es von anderer japanischer Seite auch 
schon mitgeteilt wurde, dafs Armarbeiter zuerst und vor allem an den 
Armen Stérungen aufweisen, wenn sie von Beriberi befallen wurden. Bei 
den Beinarbeitern sind die Beinnerven Sitz der friihesten Erscheinungen. 
Zimmerleute, die fast nur mit dem rechten Arm arbeiten, erkranken 
zuerst am rechten Arm, wenn sie Beriberi bekommen. Bei Setzern 
in der Druckerei, die beriberikrank wurden, traten Sehschwiche und 
Lihmung des rechten Armes als Friihsymptom auf. Diese Beispiele mégen 
geniigen fiir die klinische Illustration meiner vorliegenden experimentellen 
Studie. Meine Aufgabe war es eben, diese Vorstellungen iiber die Be- 
ziehungen der funktionellen Inanspruchnahme einzelner Organe oder des 
ganzen Korpers zu der Lokalisation oder dem ganzen Verlauf der avitami- 
nosen Erkrankung einer exakten experimentellen Priifung zu unterwerfen. 

Ich wahle folgende Versuchsanordnung: 

Versuchsreihe A. Ich ernahrte 12 junge Ratten vitaminfrei mit ge- 
kochtem Weizenmehl, Reis und einem Salzgemisch. Nachdem die Tiere 
etwa 2 Monate vitaminfrei ernaihrt worden waren — ihr Kérperwachstum 
hatte fast ganz aufgehért oder war nur unwesentlich weitergegangen —, 
wurden sie in zwei Gruppen von je 6 bzw. 5 Tieren geteilt. (Ein Tier war vor 
Beginn der Laufversuche gestorben.) Eine Gruppe muSte nun nach Analogie 
der bekannten Hdingerschen Versuche (5) taglich in der Lauftrommel unter 
allmahlicher Steigerung der Arbeitsleistung innerhalb | bis 4 Stunden etwa 
600 bis 2400 m laufen. Die zweite Gruppe dieser Ratten wurde in ihrem 
Kafig immer ruhig sitzen gelassen. Es zeigte sich nun, daB die Lauftiere 
allmahlich spontan starben, waihrend die Ruhetiere weiter lebten. Immer 
aber, wenn ein Lauftier spontan gestorben war, wurde auch sofort ein Ruhe- 
tier getotet, damit man fiir die anatomische Untersuchung des Koérpers des 
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Lauftieres den Korper eines Ruhetieres zur Kontrolle hatte. Bei den Lauf- 
tieren trat in einem Falle eine schwere Lahmung beider Hinterbeine auf, in 
anderen Fillen stellten sich leichte Paresen in einzelnen Gliedmafen ein. Bei 
den Ruhetieren wurden solche Lihmungserscheinungen nicht beobachtet. Das 
Korpergewicht der Lauftiere nahm mehr ab als das det Ruhetiere. Bei der 
anatomischen Untersuchung beschriankte ich mich auf die Anfertigung eines 
Riickenmarkschnittes aus verschiedenen Héhen des Organes. Die Firbung 
des Schnittes geschah nach der Marchischen Methode, um eventuell frische 
Degenerationen beobachten zu k6énnen. 

Nun kann man natiirlich nicht erwarten, da bei einer solchen nur sehr 
oberflachlichund allgemein orientierenden mikroskopischen Untersuchung das 
klinische Krankheitsbild, soweit es das Nervensystem betrifft, in jedem Falle 
durch den Obduktionsbefund restlos erklirt wird. Denn dazu wiire ja nicht 
nur eine Untersuchung mit Serienschnitten des Riickenmarks und Gehirns, 
sondern auch eine Untersuchung der peripherischen Nerven erforderlich 
gewesen. Mir lag nur daran, nachzusehen, ob sich iberhaupt im Riickenmark 
bei den Lauftieren ernstere Verinderungen fiinden, als bei den Ruhetieren. 

Im allgemeinen zeigten die Lauftiere im Riickenmark mehr degenerative 
Veriinderungen als die Ruhetiere, aber die gefundenen Riickenmarks- 
verainderungen gingen in ihrer Intensitaét nicht immer parallel mit der 
Schwere der Lihmungserscheinungen. Es miissen also auch, was ja ver- 
stiindlich ist, die peripherischen Nerven Sitz der Stérung gewesen sein. 

Bemerkenswert ist ferner, da die Degenerationen fast in allen Teilen 
des Querschnitts angetroffen wurden. Bald waren die Hinterstriinge, bald 
die Seitenstriinge, bald die Vorderstriinge oder mehrere Strange in wech- 
selnder Ausdehnung gleichzeitig befallen. Auch in der hinteren Wurzel 
waren Degenerationen gelegentlich nachweisbar. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe kann in folgendem Satze zu- 
sammengefabt werden: Durch die mit starker Korperbewequng ver- 
bundene gesteigerte Dissimilation in den verschiedenen Kérperzellen 
werden bei der Avitaminose unter gleichzeitiger Kérpergewichtsabnahme 
schwere Funktionsstérungen im zentralen und peripherischen Nervensystem 
wie in anderen Organen hervorgerufen, so dap mit oder ohne besondere 
Léhmungserscheinungen in der Skelettmuskulatur die Tiere friiher dem 
Tode verfallen, als es durch die avitaminése Stérung allein bedingt ware. 


Versuchsreihe B. In dieser Versuchsreihe hatte ich zwei Gruppen von 
jungen Ratten, deren erste Gruppe vitaminfrei gefiittert wurde, wihrend 
die zweite Normalnahrung erhielt. Diese Gruppen wurden in zwei Unter- 
gruppen la und 1b bzw. 2a und 2b geteilt, und jede Untergruppe bestand 
aus drei Tieren. Die beiden Untergruppen 1a und 2a muBten taglich inner- 
halb 4 Stunden etwa 2400 m in der Lauftrommel zuriicklegen. Im Gegensatz 
zu den Tieren der Versuchsreihe A wurde bei den Tieren der Versuchsreihe B 
gleichzeitig mit Beginn der vitaminfreien Ernaihrung auch mit dem tiglichen 
Laufenlassen begonnen. 

Das Kérpergewicht der vitaminfrei ernahrten Lauftiere nahm nicht 
wesentlich stirker ab, als das Kérpergewicht der vitaminfrei ernihrten Ruhe- 
tiere ; die normal ernihrten Laufratten nahmen fast ebenso an Kérpergewicht 
zu, wenn auch nicht ganz so stark wie die normal ernahrten Ruhetiere. 

Spontan starben nur die vitaminfrei ernahrten Laufratten. Lahmungen 
wurden nur bei den vitaminfrei ernihrten Laufratten beobachtet. 
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Aus dieser Versuchsreihe B geht hervor: daf die vitaminfrei er- 
nihrten Lauftiere stirker geschddigt werden als die vitaminfrei erndhrten 
Ruhetiere, dap aber die normal erndhrten Lauftiere im Vergleich zu ihren 
Ruhetieren keine nennenswerte Schdidigung bei der geleisteten Arbeit er- 
fahren haben. Es zeigt sich also, daB die Avitaminose in hervorragender 
Weise den Boden fiir die Entwicklung von Schidigungen bereitet, die 
durch gesteigerte funktionelle Inanspruchnahme des Kérpers ausgelist 
werden, aber bei normaler Erniihrung immer wieder kompensiert werden 








kénnen. 
Versuchsprotokolle. 
Versuchsreihe A. 
Laufratten 1 bis 6 Ruheratten 7 bis 12 
Datum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Korpergewicht in g Korpergewicht in g 
16. XII. | 66 | 53 | 56 | 75 | 68 | 63 72| 75| 65| 66 | 68 | 66 
21. XII. | 68 | 60 | 65 | 70 | 66 68 75 | 81 70 | 61 | 66 | 65 
29. XII. || 65 | 56} 63 | 75 | 72 69 75 | 88] 71 | 66 | 72 73 
10. I. 73 | 70 70 | 79 | 77 | 75 90 | 100, 81} 65 | 77 | 72 
26. I. 72 | 65 | 68 | 70 | 65 | 63 90; 92; Sl} 62 | 65 | 65 
9. IT. 72 | 62 | 66 | 77 | 70 | 75 85 100; 83 — | 70 65 
10. II. Beginn des Laufens. 
22. II. 79 | 63 | 70 | 79 | 75 | 87) 100! 100 | 100; — 64 | 80 
24. IT. 718 | 64/70 | 79 | 74 | 85 95 98 | 100) — 63 | 80 
4. ITT. 76 | 64 | 70) 71 | 74] 811100; 95!) 94; — 57 75 
4,-ade 77 | 60 | 70; 70 | 66/| 78 || 100; 94; 100; — | 57 | 70 
8.III. | 76 | 58 | 71 tot) 64 | 76) 102) 95 100 getdtet 71 
11. IIT. 77 | 60) 71; - 63 79 101 98 100 74 
18. ITT. 65 | 55 | 61 | — | tot; 69 | 100; 95); 100) - - 72 
25. ITT. 63 | 52 | 61 | — | - 62 95 92 100 | - - 72 
27. II. 62 |. 52 | 60 | — | - 63 97 93} 98| - - 7 
30. III. 62 | tot | 60; — | - 58 igetstet 92 97) - - 69 
31. IIT. 60 | — | 61° - — |tot| — 93 | 96; - — \getdtet 
9. IV. tot - | 55 | — | - — — 88 getdtet - - -- 
_ — | tot' — - _ — igetdteti — - - — 
Versuchsreihe B. 
‘ Avitaminése Ratten Vitaminose Ratten 
Tiere 1 bis 3 (1a) | Tiere 4 bis 6 (1b) Tiere 7 bis9 (2a) Tiere 10 bis 12 (2b) 
Datum — aa 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Korpergewicht in g Korpe-gewicht in g 
ef 95; 100 | 1385) 105 120  115)) — | 125) 115 115 | 110/115 
10. V. 98 110 135 105 130 120 170 140 155 130) 130, 125 
20. V. 100 | 109 | 137; 107; 129 | 119 192 | 142 | 156 | 131 | 129 | 126 
30. V. 90' 95 130 90 115 110 160 135 | 140 125 120/115 
8. VI. 80 73,115 85 110 110 179) 135 150 | 130 125° 115 
19. VI. 67 tot '110 85 getétet 100) 190 140 165 150 140) 115 
29. VI. - 85 


tot | — 87}, 70); - 
os — | tot!) — ee = 


170 135 | 165 | $40) 135 | 115 
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Versuchsreihe A. 


In der folgenden Tabelle stehen die spontan gestorbenen Laufratten 
mit den gleichzeitig getéteten Ruheratten auf einer Linie. 


Laufratte : Ruheratte: 
Nr. 4 mit Nr. ll 
Nr. 2 P one 
Nr. 6 on ee. 

x ae 
” 3 Pe) os 5 
en ohne Kontrolle. 


Mikroskopische Untersuchung. (Die Zahl der + Zeichen bedeutet die 
Grade der Degeneration. Wenn keine Seite angegeben ist, so war die 
Degeneration beiderseitig. ) 


Laufratte 4. Ruheratte: 11. 


Halsmark: Spur Randdegeneration. Halsmark: 0. 
Brustmark: V. 8. Str. + H. Wurz.+  Brustmark: 0. 
Lendenmark: V. Str. + H.Wurz.+. Lendenmark: H. Str. +. 


Laufratte 2. Ruheratte 7. 
Halsmark: V. Str.++ V.S.Str.+-+ Halsmark: V. Str. + S. Str. +. 
H. Str. ++. Brustmark: V. Str. + S. Str. +. . : 
Brustmark: Vacat. Lendenmark: VY. Str. + 8. Str. +. 
Lendenmark: V. Str. ++V. 8. Str.++ i 
H. Str. 0. 
Laufratte 6. Ruheratte 12. 
Halsmark: Vacat. Halsmark: V. Str. + S. Str. +. 
Brustmark: V. 8. Spur. Brustmark: V. 8. Str. + H. Str. +. 
Lendenmark: V. 8. Spur. Lendenmark: V. 8. Str. + 
Laufratte 1. Ruheratte 9. 
Halsmark: V. 8. + H. Str. Spur. Halsmark: V. Str. + H. Str. +. 


Brustmark: Spur in allen Strangen. Brustmark: V. Str. +. 
Lendenmark: Spur in allen Strangen Lendenmark: Vacat. 


Laufratte 3. Ruheratte 8. 
Halsmark: V. Str. + V. S. Str. + Halsmark: V. S. Str. + + H.Str++ 
H. Str. +. Brustmark in allen Str. 


Brustmark: 8. Str. ++ H.Str.+-+. Lendenmark: Fast 0. 
Lendenmark: V. Str. ++ 8. Str.+ + ! 
H. Str. ++. 


Laufratte 5. 


Halsmark: V. Str. + V. S. Str. + H. Str. +. 
Brustmark: V. Str. +++ S. Str. +++ H. Str. ++4. 
Lendenmark: VY. Str. + V. 8S. Str. + S. Str. 
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Aus diesen mikroskopischen Untersuchungen ist ersichtlich, daB8 bei 
allen Tieren frische Degenerationen im Riickenmark erkennbar waren. Die 
Laufratte 5 bot die schwerste Paraplegie der Hinterbeine. Ich fiige eine 
Abbildung ihres Riickenmarkbefundes bei. Hier zeigte das Riickenmark mit 








Abb. 1. 





die schwersten Veriinderungen. Im allgemeinen sind die Degenerationen 
im Riickenmark bei den Laufratten stiirker als bei den Ruhetieren; aber es 
kommt auch das Umgekehrte vor. Die Griinde dafiir habe ich oben schon 
auseinandergesetzt. 


Literatur. 
1) Tsuji, diese Zeitschr. 129, H.1 bis 2, 1922. — 2) Bickel, Klin. 
Wochenschr. Jahrg. Nr. 3, 15. Jan. 1922. — 3) Ishido, Virch. Arch. 1922. 


— 4) Bickel, Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 29, Juli 1922. — 5) S. Edinger, 
Wiesbaden 1908. Verlag Bergmann. 
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Uber die Aktivierung des Labzymogens. 
Von 


B. J. Holwerda. 
(Aus der niederlindischen Reichsversuchsstation zu Hoorn.) 
(Eingegangen am 15. September 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Ausziige der Kalbsmagen enthalten auBber dem Labe die Vor- 
stufe desselben, das Labzymogen. Bekanntlich wird durch Siurezusatz 
oder durch miafige Temperatursteigerung die labende Wirkung der 
Extrakte erhoht. 

Lércher*) fand die Aktivierungsgeschwindigkeit verschiedener Siuren 
ihrer Aviditat parallel. Er hat aber die Wasserstoffionenkonzentration seiner 
Ausziige nicht bestimmt, waihrend die Fermente in manchen Fallen doch 
nur in Lésungen von bestimmter reeller Aziditit haltbar sind. Auch die 
Untersuchungen Fulds*) und Hedins®*) iiber die Uberfiihrung von Proferment 
in fertiges Labferment tragen diesem Faktor keine Rechnung. Aus einer 
Arbeit von Michaelis und Rothstein*) iiber die Zerst6rung von Lab und 
Pepsin durch Alkali geht hervor, da das Ferment bei mehr alkalischer 
Reaktion als p,, = 6 mit meBbarer Geschwindigkeit zerstort wird. Northrop *) 
findet Pepsinlésungen stabil bei py = 5. 

Der Zweck dieser Arbeit war, die Aktivierung der zymogenhaltigen 
Lésungen und die Haltbarkeit der fertigen Lésungen mit Ricksicht 
auf die reelle Aziditit zu untersuchen. Da es sich hier um die praktische 
Frage der Bereitung der Lablésungen, so wie sie im hollindischen 
Molkereibetriebe angewandt werden, handelte, sind mehrere folgender 
Versuche angestellt mit Kalbsmagenextrakten, die den kiuflichen 
Produkten méglichst gleich waren. Letzteren Umstand méchten wir 
ausdriicklich betonen. Die Art des Lésungsmittels des Fermentes, 
der Reinheitsgrad und die Starke der Fermentlésungen beeinflussen 
bekanntlich oft die Widerstandsfihigkeit und die Haltbarkeit. Vielleicht 
wird ein Teil der Abweichungen unserer Resultate von denen Michaelis 
und Rothsteins und Northrops diesem Faktor zuzuschreiben sein. 


1) Pfliigers Arch. 69, 141, 1898. 

2) Ergebn. d. Physiol.-Biochem. 1, 468, 1902. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 187, 1911. 
4) Diese Zeitschr. 105, 60, 1920. 

5) Journ. of general Physiol. 2, 471, 1920. 
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Als Material dienten getrocknete Kalbsmagen des Handels; dster- 
reichische, polnische, russische und hollaindische. Die Extraktions- 
fliissigkeit war eine 10proz. NaCl-Lésung, der zuweilen 2° Borsiaure 
zugesetzt wurde; 25g der getrockneten Magen wurden mit 200 ccm 
der Salzlésung ungefahr 24 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert, 
der erhaltene Auszug wurde filtriert und oft sterilisiert mittels einer 
Chamberland schen Kerze. 

Die Bestimmung der Starke der Lablésungen geschah im Wasser- 
thermostaten (30°C). Zu 0,1 cem Lab wurden 25 ccm Milch gegeben 
und die Gerinnungszeit bestimmt. Die Gerinnungsversuche wurden 
mit einem relativ so geringen Volumen des Labs angestellt, um den Ein- 
flu8 der Reaktion der Lablésung oder deren Salzgehalt auf die Ge- 
rinnungszeit zu umgehen. Der Wirkungswert oder die Starke einer 
Labfliissigkeit wird bekanntlich ausgedriickt durch die Teile Milch, 
die von einem Teil der Lablésung bei 35° C in 40 Minuten zum Gerinnen 
gebracht werden, und wird bestimmt mit Hilfe eines Normallabpulvers 
bekannter Starke. Die Berechnung griindet sich auf das Zeitgesetz. 
Der Wirkungswert des Normallabpulvers kann, wie van Dam!) an- 
gegeben hat, unabhaingig von der inkonstanten Milch kontrolliert 
werden. Die Starke der hollindischen Handelslablésungen variiert 
von 12000 bis 16000. Die H-Ionenkonzentration der Ausziige wurde 
nach der elektrometrischen Methode bestimmt. Die pxa-Messungen 
in Lésungen des angewandten Salzgehaltes sind einem sogenannten 
Salzfehler ausgesetzt. Wir werden hierauf spiater noch zuriick- 
kommen. 

Einige Vorversuche zeigten, daB bei p, = 4,70 (25°C) die Uber- 
fiihrung von Proferment in Ferment ungefahr 3 Tage beanspruchte ; 
bei py, = 5,30 war die Aktivierungsgeschwindigkeit noch geringer. 
Die Gerinnungszeiten einer zymogenhaltigen Lésung, deren p,, = 4,25 
oder 3,90 war, fingen schon nach einigen Stunden an, unregelmabig 
zu werden, was auf Schidigung durch zu hohe Aziditat hinwies. 

Die eigentlichen Aktivierungsversuche in Lésungen verschiedener 
Aziditaét wurden wie folgt angestellt. An vier aufeinander folgenden 
Tagen wurden Portionen eines Auszugs mit HCl auf verschiedene 
Aziditaét gebracht und in einen Thermostaten bei 25°C gestellt. Der 
nicht angesiuerte Teil des Extraktes wurde im Eisschrank aufbewahrt ; 
die Aktivierung desselben konnte alsdann vernachlassigt werden. 

Da die Zugabe der Siure eine Triibung der Lablésungen ver- 
anlaBte, wurde die kalte Fliissigkeit mit einer derartigen Menge Saure 
versetzt, daB die Triibung mittels Zentrifugieren entfernt werden 
konnte. 


1) Landw. Versuchsstat. 78, 133, 1912. 
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Alsdann wurden Portionen des sauren Extraktes mittels Boraxlésung 
auf verschiedene Aziditat gebracht. Es wurde wiederholt kontrolliert, 
daB trotz der etwas verwickelten Manipulation eine bestimmte Aziditit 
gut reproduzierbar war, was wohl der starken Pufferwirkung der 
Lésungen zugeschrieben werden mag. 

Nach 4 Tagen bekamen wir also Serien verschiedener Aziditat 
von vier Lésungen verschiedenen Alters. Die Gerinnungszeiten aller 
Proben eines Extraktes wurden dann mit derselben Milch bestimmt. 
Der Einflu8 des Siuregrades und der Dauer der Saureeinwirkung geht 
aus den Gerinnungszeiten direkt hervor. Die Resultate der Aktivierungs- 
versuche bei 25°C finden sich in Tabelle I. Die Gerinnungszeiten 
sind in Sekunden angegeben. Die mit denselben Buchstaben angegebenen 
Extrakte sind Ausziige einer selben Portion Kalbsmagen. 


Tabelle I. 
Aktivierung zymogenhaltiger Lésungen 25°. 





Gerinnungszcit 


gg yom ke og ne ae Py der sauren Losung nach Tagen 
Extrakts 
1 2 3 4 

10proz. NaCl, 10200 Al 5,72 206 =. 206 196 192 

sterilisiert Al 5,37 182 180 162 160 

Al 4,86 146 146 145 145 

Al 4,47 149 162 161 169 

Al 3,78 341 398 426 431 

10proz. NaCl, 8 200 All 4,95 238 228 215 207 

sterilisiert All 4,56 207 208 214 235 

All 4,30 255 271 280 86.296 

All 4,15 267 280 538 337 

All 3,90 383 - 493 

10proz. NaCl, 8500 BI 4,98 | 290 | 253 | 225 | 225 

sterilisiert BI 4,58 224 238 249 251 

BI 4,40 231 256 261 281 

B 4,27 231 282 288 311 

BI 3,96 341 434 500 

10proz. NaCl, 5 200 BI 5,40 497 450 442 412 
sterilisiert BIL 5,01 376 288 

BIT 4,86 310 271 273 | 272 

BI 4,62 271 274 279 277 

BIL 4,37 285 295 322 323 

BIl 4,11 313 375 405 402 

10proz. NaCl, 7700 CI 4,99 240 216 219 Is? 

sterilisiert CJ 4,66 191 19S 194 195 

Cy 4,30 200 236 244 289 

oe 4,15 231 311 339 51 

oI 3,79 321 164 $99 600 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 


























; Starke Gerinnungszcit 
ag Extraktions- i Ninieney p der sauren Lésung nach Tagen 
Ussigkeit usw. Retrakte H 
—_—- 1 2 3 4 
10proz. NaCl, 6650 CII 5,52 498 466 425 376 
sterilisiert CII 5,05 380 359 319 249 
cil 4,70 225 | 228 | 225 | 226 
C Il 4,32 225 | 227 234 234 
CII 4,09 238 255 277 282 
10proz. NaCl, 6900 4,75 231 | 212 | 214 | 211 
sterilisiert DI 4,53 230 220 236 235 
4,28 234 248 269 294 
DI 4,06 260 295 327 379 
3,90 297 359 428 451 
10proz. NaCl, 5700 DI 5,52 309 283 
sterilisiert D It 4,76 227 222 | 291 
Dit 4,23 254 281 286 309 
} D It 4,00 286 315 323 444 
} DI 3,83 300 314 328 505 
i 
H 10proz. NaCl, 14200 A III 5,52 179 178 170 155 
t nicht sterilisiert AIll 5,08 140 | 123 112 106 
‘ Alll 4,79 102. 104. 105 105 
i A Ill 4,40 105 113 126 130 
ia AIll 4,18 141 157 183 195 
4 A lll 4,06 165 191 226 236 
10 proz. NaCl + 16300 YI 5,71 155 153 144 144 
2proz. H,BO,, EI 5,54 149 | 142 127. 127 
nicht sterilisiert ) I 5,32 133 124 105 98 
oI 5,10 109 95 95 92 
EI 4,89 86 84 82 83 
11 4,67 ta] 82 90 95 
a s1 4,49 83 88 98 107 
oe 
Beek r , i 
ae Aus den Zahlen der Tabelle I geht hervor, da die Uberfiihrung 
“4 von Proferment in Ferment sehr langsam vorgeht, wenn p,, > 5 ist. 
; Anderseitig ist es nicht geraten, die Aktivierung zymogenhaltiger 
Lésungen (25°) bei py, <(4,70 vorzunehmen. Das geeignete Akti- 
vierungsgebiet wurde fiir Magen verschiedener Herkunft dasselbe ge- 
funden. Deshalb wurden die Aktivierungsversuche bei 37° nur mit 
a zwei Ausziigen angestellt. Die p,,-Messungen geschahen bei 37°. Die 
fi Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 
: Die Tabelle Il zeigt, daB sich das geeignete Aktivierungsgebiet 
i der Lésungen bei 37° ein wenig nach der alkalischen Seite verlegt hat; 
E. Py = 4,89 faingt schon nach 4 Tagen an, schiidigend zu wirken. Das 
: geeignete Aktivierungsgebiet bei 37° ist ungefihr zwischen p,, = 5,10 
; und p, = 5,30. In der Abb. 1 sind einige Resultate graphisch 
dargestellt. Die Gerinnungszeiten der Portionen verschiedener Aziditit 
i 
& ; . 
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Tabelle II. 


Aktivierung zymogenhaltiger Lésungen 37°. 





Starke Gerinnunyszeit 


—] 


Art der Extraktions- 











fliissigkcit usw. : des : Nummer Py o sauren wnt nach Tagen 
‘xtrakts j 
" 1 2 3 4 
6 i 
Q |} i 
6 10proz. NaCl + 9750 FI 5,81 || 293 | 240 - 234 
4 2proz. H,BO,, FI 5,16 | 125 — 126 125 
2 nicht sterilisiert F I 4,74 127 | 134 | 154 | 173 : 
FI 4,44 141 164 176 —_ ; 
1 FI 4,25 | 180 | 229 | 264 | 290 
5 | 
4 10proz. NaCl + 16300 EI 5,71 145 141 127 127 ; 
" 2proz. H,BOs, EI 5,54 137 128 111 110 : 
l nicht sterilisiert y I 5,32 117 109 90 83 
11 5,10 | 91 88 | 84 82 | 
3 cI 4,89 81 81 85 91 H 
cI 4,67 | 82; 82| 98/| 98 
) EI 4,49 92 93 123 117 
t i 
; einer zymogenhaltigen Lésung, die bei 25° und bei 37° wahrend 4 Tagen 
) aktiviert wurden, sind angegeben. 
, Aus Tabelle I geht hervor, daB das geeignete Aktivierungsgebiet 
; ‘ a ; é 
) der zymogenhaltigen Lésungen durch die Anwesenheit der Borsiure 
nicht beeinfluBt wird. Es konnte noch auf : 
andere Weise erhartet werden, daB Sauerung m0 
der Extrakte mittels Phosphorsiure oder Milch- 
siiure statt Salzsiure zu demselben SchluB : 
fiihrte. Es war namlich méglich, die zer- =< 
schnittenen Handelsmagen in einem P,0O,- 
haltenden Vakuumexsikkator so weit einzu- me \ : 
trocknen, daB sie sich zu einem homogenen re I 
g Pulver vermahlen lieBen. Gleiche Portionen | \ ‘ s° 
eines Pulvers wurden dann mit Salzlésungen S}; \ kh 
r zunehmender Aziditaét waihrend 4 Tage im : a 
. Thermostaten bei 25° extrahiert. Die Ge- a 
\. rinnungszeiten der Filtrate zeigten ein Minimum ranma 
t in dem fiir Salzsiure ermittelten Gebiet. Ein - Fe ‘ ‘is 
0 Beispiel findet sich in der Tabelle III, woraus <7 
zugleich hervorgeht, daB die Extraktion des Magenpulvers mittels mit 
t Phosphorsiiure oder mit Milchsiure angesiuerter Salzlésung zu dem- 
selben Ergebnis fiihrt. 
; Das nach dieser Methode bestimmte geeignete Aktivierungsgebiet 
) war dem fiir Salzsiure auf anderer Weise gefundenen immer gleich. 
Wir werden die diesbeziiglichen Versuchsreihen hier nicht weiter er- 
, wihnen. Es seien nur diejenigen mitgeteilt, die angestellt wurden, um 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 25 
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Tabelle III. 
Gerinnungszeit Gerinnungszcit | 
der er 
Milchsaures Pu Phosphorsaure+ | Py 
lésung losung 
179 5,35 241 5,27 
123 -— 165 5,13 
103 4,86 155 _— 
124 4,52 105 _ 
172 _ 104 4,86 
209 4,10 105 | _ 
— _ 126 | 4,62 
— _ 192 | 4,25 


einigermaBen einen Einblick in die GréBe des Salzfehlers unserer 
pu-Messungen zu erhalten. Zu diesem Zweck wurden gleiche Portionen 
eines Magenpulvers sowohl mit 10proz. NaCl-Lésungen, wie mit 
2,9proz. NaCl-Lésungen zunehmender Aziditat extrahiert. Die Ge- 
rinnungszeiten der Filtrate zeigten ein Minimum; die H-lonenkonzen- 
trationen einiger Filtrate wurden gemessen. Die Versuchsreihen wurden 
mit zwei verschiedenen Magenpulvern A und B angestellt. Die Resultate 
finden sich in Tabelle IV. 


Tabelle IV. 








Gerinnungs- Gerinnungs- Gerinnungs- Gerinnungss 
zeit zeit zeit | zeit 
A 10 proz. Py A 2,9 proz. Py Bl0proz. | Pu B 2,9 proz. Pu 

NaCl NaCl NaCl NaCl 

204 — 234 — 191 —_ 181 - 
152 - 230 — 161 — 172 — 
144 5,04 191 _ 140 — 148 ~ 
142 4,86 145 5,06 137 — 134 — 
162 4,65 ° 151 4,84 130 4,94 126 5,01 
191 -- 165 4,50 128 4,84 124 4,88 
242 _ 170 -— 131 4,76 | 130 4,79 
te < 183 - 139 ie eae a 
— } — —- -- 150 — | 140 _ 
-- -- -- — 235 4,17 145 4,29 


Das Pulver A wird bei p,, = 4,84 in 2,9proz. Salzlésung merklich 
geschadigt; fiir das Pulver B ist p, = 4,79 nicht ohne Gefahr. Die 
Ergebnisse obiger Versuchsreihen weisen darauf hin, daB das geeignete 
Aktivierungsgebiet (p,, = 4,70 bis 5,0; Temperatur = 25°) nur giiltig ist 
in 10proz. Salzlésungen. In weniger Salz enthaltenden Lésungen 
verschiebt sich das Gebiet wahrscheinlich etwas nach der alkalischen 
Seite. Ob diese Verschiebung ganz dem Salzfehler der Messungen 
zuzuschreiben ist, méchten wir dahingestellt sein lassen. Denn erstens 
ist eine Erklarung der Ursache des Salzfehlers bei elektrometrischen 
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Messungen noch mit einiger Unsicherheit verkniipft'), und zweitens 
wird die Wirkung der Wasserstoffionen auf die Uberfiihrung des Pro- 
fermentes in Ferment aller Wahrscheinlichkeit nach eine sekundare 
sein. Man wird also vielleicht auch dem Einflu8 einer Anderung des 
Salzgehaltes auf den Zustand des gelésten oder suspendierten Fermentes 
Rechnung zu tragen haben. 

Aus der Tabelle I geht hervor, daB eine Aziditat, die dem Ferment 
nach | oder 2 Tagen nicht merklich schadet, bei langerer Einwirkungs- 
dauer einen Riickgang der labenden Wirkung verursachen kann 
(z. B. py = 4,58, BI). Es sollte also noch untersucht werden, ob es 
eine Aziditat gibt, der das aktivierte Ferment ohne Gefahr einige 
Monate ausgestellt sein kann. Die zu diesem Zweck angestellten Ver- 
suchsreihen wurden in folgender Weise ausgefiihrt. Sterilisierte Magen- 
ausziige (die Extraktionsfliissigkeit enthielt wieder 10 proz. NaCl +- 2 proz. 
H,BO,) verschiedener Herkunft wurden bei py = 4,80 (25°) aktiviert. 
Alsdann wurden verschiedene Teile eines Auszuges mittels einer Borax- 
lésung teilweise neutralisiert. Wenn das Zusetzen der Boraxlésung 
sehr vorsichtig vorgenommen wird, braucht das Ferment nicht ge- 
schidigt zu werden. Es ist uns aber nicht gelungen, die Neutralisierung 
der Fermentlésung mittels Lauge ohne Schidigung auszufiihren; die 
unvermeidliche hohe G6rtliche Alkalitaét scheint momentan schiadlich 
zu sein. Die Magenextrakte wurden Mitte Dezember 1921 aktiviert; 
mittels Boraxlésung wurde eine Serie abnehmender Aziditat jedes 
Extraktes hergestellt und diese Versuchsreihen im Thermostaten ‘bei 
25°C wihrend einiger Monate aufbewahrt. Die Gerinnungszeiten 
wurden dann und wann bestimmt und mit Hilfe des Normallabpulvers 
zu gegenseitig vergleichbaren Werten umgerechnet. Die Resultate 
sind in Tabelle V zusammengestellt; die Gerinnungszeiten sind wieder 
in Sekunden angegeben. Die verschiedenen Nummern eines Extraktes 
sollten, wenn nicht geschidigt, in derselben Zeit gerinnen. Es war 
tiberfliissig, alle Aziditaten zu bestimmen; nur die Grenzen des stabilen 
Gebiets sollten ungefahr angegeben werden. 

Im allgemeinen zeigt sich also die zur Aktivierung geeignete 
Aziditait bei lingerer Einwirkungsdauer etwas schidlich. Die Ex- 
trakte verhalten sich in dieser Hinsicht aber nicht alle gleich. So 
wird z. B. das Extrakt L bei p, = 4,80 relativ weniger zerstért als 
die anderen. Es kann aber dennoch aus den angefiihrten Versuchs- 
reihen gefolgert werden, daB es zu empfehlen ist, Lablésungen, die 
10% NaCl als Konservierungsmittel enthalten, bei p, = 5,3 bis 6,3 
aufzubewahren. 


"be ~ ° . 
1) Uber Salzfehler bei elektrometrischer Messung z. B. Harned, Journ. 
Amer. Chem. Soc. 37, 2460, 1915, u. v. a. 
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Tabelle V. 
Haltbarkeit fertiger Lablésungen verschiedener Aziditat 25°. 





Starke Gerinnungszeit 
Extrikte | Nummer Py am om am = | am a 
6400 Fl 4,80 187 206 248 
F 2 — 172 176 192 
F3 5,37 171 169 168 
F4 -- 168 168 167 
F 5 6,06 171 170 169 
4750 Hl 4,83 259 280 308 
H 2 -- 240 245 294 
H3 5,11 230 228 228 
H4 -- 231 229 228 
H5 232 227 223 
H6 ~- 230 227 229 
Sy Sean ee 227 229 230 
H8 6,18 229 229 | 230 
i 5600 K 1 4,81 234 275 346 
i K 2 -- 211 236 225 
H K3 5,23 205 193 | 193 
; K4 — 193 190 191 
if K5 ~- 195 193 191 
cr K 6 — 195 196 191 
fe K7 _ 193 197 193 
Fel K 8 6,38 194 197 | 192 
i 8800 Ll 4,80 141 144 — 
' L2 4,98 135 131 135 
L3 5,20 133 131 | 128 
L4 — 129 130 128 
L5 -- 130 127 | 127 
L6 os 131 128 127 
L 7 5,87 134 131 } 129 


SchlieBlich méchte ich noch bemerken, daB® ich der AuBerung 
Fulds'): die Aktivierung des Labzymogens sei eine Reaktion erster 
iH : Ordnung, nicht ohne weiteres beistimmen kann. Man wird doch bei 
an Untersuchungen dieser Art die oben gefundenen Gebiete beriicksichtigen 
miissen, besonders wenn man, wie Fuld, seine Meinung auf schnell 


: Bis verlaufende Aktivierungen griindet. Die von mir in dieser Richtung 
‘i angestellten Versuche sind noch nicht abgeschlossen. 
Zusammenfassung. 


Die Untersuchung befaBt sich mit der Aktivierung des Labzymogens 
ae in Lésungen, denen 10% NaCl als Konservierungsmittel zugegeben 
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ist. Es zeigte sich, daB eine Umsetzung des Profermentes ohne Schi- 
digung desselben mit geeigneter Geschwindigkeit nur in einem Gebiete 
bestimmter Aziditat vor sich geht. Letzteres wurde bei 25° zu p,, = 4,7 
bis 5,0; bei 37° zu p, = 5,1 bis 5,3 gefunden. Es wurde darauf hin- 
gewiesen, da die p,,-Messungen dieser Fliissigkeiten einem Salz- 
fehler ausgesetzt sind; die gefundenen Zahlen sind also nicht als absolut 
zu betrachten. Die geeignete Aktivierungsaziditait schadet dem Ferment 
etwas bei langer Einwirkungsdauer. Es ist daher zu empfehlen, derartige 
Lablésungen bei p,, = 5,3 bis 6,3 aufzubewahren. Uber diese fiir die 
Praxis der Kiselabbereitung wichtigen Ergebnisse wird an anderer 
Stelle ausfithrlicher berichtet werden. 


Ae path ashe 











Zur Pharmakologie des Selens und Tellurs. 


IV. Mitteilung. 


Einwirkung ihrer Siuren auf Trypanosomen in vitro. 


Von 


Fritz Lehmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. September 1922.) 


In den vorangegangenen Mitteilungen hat Joachimoglu iiber die 
Wirkung des Selens und Tellurs auf verschiedene Schimmelpilze und 
Bakterien, insbesondere die der Typhus-Coligruppe [1920]!), sowie 
auf Diphtheriebazillen [1921]*) berichtet. Es fand sich (analog dem 
Arsen) eine Uberlegenheit der vierwertigen Verbindungen gegeniiber 
den sechswertigen. Ferner eine elektive Einwirkung des Te auf die 
Bazillen der Typhus-Coligruppe, waihrend Schimmelpilze sich so gut 
wie unempfindlich zeigten und Diphtheriebazillen erst bei hohen Kon- 
zentrationen beeinfluBt wurden. 

Zur Anwendung gelangten die Na-Salze der Tellursiure und 
tellurigen Saure bzw. der Selensiiure und selenigen Saure. 

Prof. Joachimoglu veranlaBte mich, in gleicher Weise die Einwirkung 
dieser Salze auf Morphologie und Biologie der Trypanosomen in vitro 
zu untersuchen. 

Der fiir die Versuche verwandte Stamm von Trypanosoma equi- 
perdum wird am Institut seit einem halben Jahre in weiben Mausen 
fortgeziichtet. Seine Virulenz hat einen konstanten Wert erreicht. 
Die mit trypanosomenhaltigem Blut intraperitoneal infizierte Maus 
stirbt nach 5 bis 6 Tagen. Vom 2. bis 3. Tage der Infektion an sind 
die Parasiten im peripheren Blut in rapid steigender Zahl nachzuweisen. 
Kurz vor dem Tode kann ihre Zahl die der roten Blutkérperchen er- 
reichen und tibersteigen. 


1) G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 125, 300. 
2) G. Joachimoglu und W. Hirose, ebendaselbst 125, 1. 
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Zur Biologie der Trypanosomen seien einige Vorbemerkungen 
erlaubt, die fiir die Versuchsanordnung zu beriicksichtigen waren. 

Zuniachst ist es nach den Untersuchungen von Schern [1911]') 
durchaus nicht gleichgiiltig, in welchem Stadium der Infektion das 
Untersuchungsmaterial entnommen wird. Die Lebensdauer der Trypa- 
nosomen auBerhalb des Tierkérpers schwankt je nach dem Stande 
der Infektion. Je weiter diese fortgeschritten, desto labiler sind die 
Parasiten. 

Von wesentlicher Bedeutung ist dabei die Konservierungsfliissigkeit. 
In 0,5proz. NaCl-Lésung sterben sie nach ungefaihr 1 Stunde. Die 
sogenannte ,,physiologische Kochsalzlésung* ist eben durchaus keine 
physiologische. Den Trypanosomen gegeniiber spielt sie noch nicht 
einmal die Rolle einer ,,anatomischen Kochsalzlésung [Straub?)]. 
Diese quellen darin auf und nehmen bizarre Formen an. Doerr und 
Berger [1920]*) bestiatigen das gleiche Verhalten fiir Ringerlésung. 
Durch Zusatz von 20 °% inaktiviertem Meerschweinchenserum konnten 
sie die Trypanosomen dagegen mehrere Stunden am Leben erhalten. 
Schern konnte sogar schon unbeweglich gewordene Trypanosomen 
durch 6fteres Zusetzen von frischem Serum oder Leberextrakt 50 Stunden 
linger am Leben erhalten als in den Kontrollréhrchen. 


Auch die Protozoen unseres Versuchsstammes verloren nach etwa 
1 Stunde ihre Beweglichkeit (und manchmal auch schon ihre Infek- 
tiositit) in 0,9proz. NaCl, Natrium citr. + NaCl, Kalium oxal. + NaCl 
und Ringer. Auferdem untersuchte ich aber noch auf Veranlassung 
von Prof. Joachimoglu ihr Verhalten in Tyrodelésung. Diese zeigte 
iiberraschende Eigenschaft. Sobald die Trypanosomen in Tyrode 
gebracht wurden, gerieten sie in blitzschnelle Bewegung. Der ganze 
K6rper schlug und zitterte so heftig, wie es in keinem frisch ent- 
nommenen Blutstropfen je der Fall ist, und diese wilde Bewegung 
hielt 4 bis 6 Stunden an, wiahrend die Ringerkontrollen schon 
nach 1 Stunde unbeweglich waren. Dabei war es gleichgiiltig, ob 
die Tyrodelésung verdiinnt wurde oder nicht. 0,5cem Tyrode zu 
0,5 cem einer wisserigen Telluritlésung 1: 500 gesetzt, die regelmabig 
nach 30 Minuten Himolyse und Trypanolyse bewirkte, erhielt die 
Trypanosomen noch lange nach eingetretener Himolyse in ihrer Form 
und Beweglichkeit*). 


1) K. Schern, Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt 38, 338. 

2) R. Dérr und W. Berger, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 95, Heft 3. 

3) W. Straub, Miinchn. med. Wochenschr. 1920, Nr. 9. 

4) Diese Beobachtung wurde nur gelegentlich einmal gemacht. Der 
Impfversuch nach 244 Stunden fiel negativ aus. Die Versuchsanordnung 
wurde nicht wiederholt. 
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Tyrode ohne CaCl, zeigte nichts von dieser Wirkung. Ebenso, 
wie erwihnt, auch nicht Ringerlésung, die CaCl, enthilt. Die inter- 
essante Erscheinung ist also nicht an die Anwesenheit einzelner Ionen, 
wie Ca, gebunden, sondern von einer bestimmten Ionenkorrelation 
abhangig. 

Wiederbelebung unbeweglicher Trypanosomen (wie Schern) konnte 
ich bei Tyrodezusatz nicht beobachten. 

Fast ebensolange wie in Tyrode halten sich die Trypanosomen 
auch in verdiinnten Bouillonlésungen. 

Nach dem Gesagten empfiehlt sich zur Beachtung: 

"1. Die Trypanosomen fiir die Versuche Miausen, die am Ende 
der Infektion stehen, zu entnehmen. 
. Die Wirkung der vier- und sechswertigen Salzlésungen an der- 
selben Maus entstammenden Trypanosomen zu vergleichen. 
3. Bei Einwirkungsdauer von iiber 30 Minuten statt 0,9proz. NaCl- 
Tyrodelésung zu verwenden. 
Die Einzelheiten der Technik seien nur angedeutet: 


bo 


WeiBe Maus kurz vor dem Tode, Trypanosomen im Blute +++. 
Aus der Schwanzspitze werden ungefihr gleich groBe Blutstrépfchen ge- 
streift, mit einer Kapillare entnommen und sofort in die zu priifenden 
Lésungen gebracht. Schiitteln der Réhrchen. Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur. Fliissigkeitsmenge in jedem Rohrchen leem. Die Serum- 
menge kommt so fiir die Konzentration praktisch nicht in Frage. 

Zur mikroskopischen Beobachtung wird ein Trépfchen unter das 
Deckglas gebracht. 

Die intraperitoneale Uberimpfung erfolgt mit einem zu feiner Spitze 
kurz ausgezogenen Glasréhrchen. Vom Boden des Roéhrchens wird mit 
der Kapillare ein Tropfen auf einen Objekttriiger gebracht, von hier mit 
der Impfspitze aufgenommen. Bei héheren Konzentrationen, 1: 100 bis 
1: 500, wird erst zentrifugiert und die iiberstehende Flissigkeit durch 
NaCl bzw. Tyrode ersetzt. 

Um die reine Wirkung der zu priifenden Ionen beurteilen zu kénnen, 
mu8 das neue Milieu, in das Blutkérperchen und Trypanosomen gebracht 
werden, so beschaffen sein, da8 nur chemische Unterschiede zur Wirkung 
kommen kénnen, alle physikalischen nach Méglichkeit ausgeschaltet werden. 
Vor allem mu8 der osmotische Druck in allen Kéhrchen gleich sein. Vor- 
versuche mit wiisserigen Te- und Se-Lésungen zeigten, daB in den ver- 
wandten Konzentrationen 1: 1000 bis 1: 5000 sofort Hamolyse und Trypa- 
nolyse eintritt, wobei es sich, wie aus den folgenden Versuchen hervorging, 
um keine spezifische Ionenwirkung des Te oder Se handelt. (Die Konzen- 
tration der Salzlésungen ist stets auf den Gehalt an Te!V, Te!V bzw. SeV!, 
SeVI_ bezogen.) 

Die Lésungen wurden daher durch Zugabe der fehlenden Menge NaCl 
einer 0,9proz. NaCl-Lésung isctonisch gemacht, z. B. einer TeV!-Lésung 
1: 500 (enthalt 1,737 g Na,'TeO, : 500,0) werden zugegeben 3,792 g NaCl. 

Von dieser Stammlésung kénnen mit 0,9°% NaCl alle Verdiinnungen 
hergestellt werden, ohne den osmotischen Druck zu andern. 
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Zur Erliuterung sei das Protokoll eines Versuchs angefiihrt, bei 
dem die Wirkung aller vier Salze auf die Trapanosomen derselben Maus 
verglichen wird. 


Tabelle I. 











Maus Nr. 45. Trypanosomen +++. 12. Juni 1922. 
229 0,9°y Konzens a Ps Mikrosk infizhert Tot Trypa- o¢ 
eZ | NaCl tration Res saan Maus am nosomen Sf 
a” & = Nr. “3 
. ee id - 
0,8 0,2 | 1: 625 30! triage 53 12. Tag 
0,8 | 0,2 1: 625 60 | kaum noch 5 - lebt 

| | beweglich 

0,2 | 0,8 | 1:2500 30 | trage 31 6. Tag 

0,2 | 0, 1:2500 60 | kaum noch 62 - lebt 

beweglich 

Tabelle II. 
oY 2 i wc 
320 SD ke - p- t Ae 
=Rs 0,9 % Konzens e§2 1 infizicrt Tot Trypa- 2s 
Ps Zz NaCl tration 52 3 Mikroskop Maus am nosomen 2 = 
ar ed a? Nr. a3 
he . : 

0,8 0.2 1: 625 30/ lebhaft 54 4. Tag 

0,8 | 0,2 1: 625 60 ‘sehrschwach 34 | age +- +--+ 

beweglich 

0,2 | 0,8 | 1: 2500 | 30 lebhaft 10 ee 1. + 

0, 0,8 | 1: 2500! 60 sehrschwach 22 is 4+ + + 

beweglich 

Tabelle III. 
g23 | 0,9 | Konzen BS bs infisk rt Tot Trypa be 
= | 0, } s , y pas S 
BZ | NaCl | tration ae Mikroskop Maus am nosomen| § 2 

a— 3 | | “ee Nr. m3 
Z | | 2 at 

0,8 0,2 1: 625 30’ sehrschwach 30 3. Tag 

beweglich 
0,8 0,2 1: 625 60 unbeweglich 68 lebt 
0,2 0,8 1: 2500 30 sehrschwach 91 12. Tag 

beweglich 
0,2 0,8 | 1: 2500 60 unbeweglich 33 - lebt 


Der Unterschied ist deutlich. In Tellurit und Selenit sind die 
Trypanosomen nach 60 Minuten nicht mehr infektiés, wahrend Tellurat 
‘und Selenat wie die Kontrollen ohne EinfluB bleiben. Kiirzere Ein- 
wirkungsdauer vertragen die Trypanosomen auch in Tellurit und Selenit. 


1) lebt = lebt nach 3 bis 4 Wochen. 
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Tabelle IV. 





= — yy . — 
235 0,9% Konzens E 25 , infizhert Tot Trypas oy 
REZ NaCl tration fas Mikroskop aus am nosomen = = 
z 4 z Nr. | Oy 
0,8 0,2 1: 625 30’ schwach 6 5.Tag | +++ 
beweglich 
0,8 0,2 1: 625 60 schwach 13 ae +++ 
beweglich 
0,2 0,8 | 1: 2500! 30 | sehwach 77 a 4 + 
beweglich | 
0,2 0,8 1: 2500 60 schwach | 67 S.,; fb ob 
| beweglich | 
Kontr. 1,0 — 30 lebhaft | 81 5. Tag 
Kontr. 1,0 | — 60 | schwach | 45 i ae ee a 


beweglich 


Die Versuche zur genauen Bestimmung der Konzentrationsgrenze 
muBten aber in Tyrodelésungen vorgenommen werden. (Wie oben 
erwahnt, verlieren die Trypanosomen in Kochsalzlésung manchmal 
schon nach 60 Minuten ihre Infektiositat.) Die Isotonie brauchte hier 
nur annahernd erreicht zu werden dadurch, da 1 proz. Tellur- und 
Selenlésungen als Stammlésungen fiir die weiteren Verdiinnungen mit 
Tyrode gewahlt wurden. 

Bei konstanter Einwirkungsdauer von 60 Minuten zeigte sich, 
daB in Tyrode erst viel stiirkere Konzentrationen wirksam waren als 


Tabelle V. Na-Tellurit. 





Maus Nr. 13. Trypanosomen + -++ +. 2. Juli 1922. 
ia Bey 
TelV, BS es ; 
* poh £32 Mikroskop 0 oa ss nal Bemerkungen 
tration i 20 Nr 
1} Ed : 
1: 125 60’ | sofort Hiimolyse 67 -- -- lebt 
1: 200 60 | beweglich 12 — lebt 
1:300 60 * 34 10. Tag 
1: 500 60 se 50 S: 35 +4 
1: 625 60 Bt 71 — - lebt ?) 
1: 83% 60 ns 31 10.Tag +++ 


1) lebt = lebt nach 3 bis 4 Wochen. 
2) Trotz sorgfaltiger Technik gelangten manchmal keine Trypanosomen 
in die Impfkapillare, so daB scheinbare Widerspriiche entstehen. MaB- 


gebend sind aber die positiven Fille, bei denen die Infektion angegangen — 


ist. Bei geniigender Wiederholung und Miuseopferung lieBen sich wohl 
gleichmaéBigere und vollstiindigere Tabellen erzielen. Aber in unserer 
wirtschaftlichen Not miissen wir, wie so manches andere, auch die Schén- 
heitsfehler unserer Tabellen iibersehen lernen. 
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Tabelle VI. 
Na-Tellurat. 


395 











Maus Nr. 10. Trypanosomen + + +- 19. Juni 1922. 
TeVL woe : . hy To — 
Konzen- S32 3 Mikroskop a — a. Bemerkungen 
tration ae Nr 
: i 
1: 125 60’ | sofort Haimolyse 58 lebt 
1: 200 60 a oa 51 e 
1: 300 60 nach 10! Haimolyse 63 - fe 
1: 400 60 — = 99 18. Tag Rezidiv_ 
12. bis 16. Tag 
Tryp. frei 
1: 500 60 sehr schwach 54 - lebt }) 
beweglich 
Maus Nr. 13. Trypanosomen ++ +--+ 2. Juli 1922. 
1: 200 60 Hiamolyse 1] — - lebt 
1: 300 60 - 98 1l. Tag 
Tabelle VII. 
Na-Selenit. 
Maus Nr. 13. Trypanosomen ++ + 4 2. Juli 1922. 
™ z 
slV. | Bs infisie Te rrype- 
Konzens ge 3 Mikroskop oe _ —— Bemerkungen 
tration ae Nr. 
3 
1: 125 60’ unbeweglich 74 2. Tag 
1: 200 60 | oa 96 -- lebt 
1: 300 60 | 88 10. Tag 
1: 500 60 od 100 13. Tag 
Tabelle VIII. 
Na-Selenat. 
Maus Nr. 77. Trypanosomen + + + 20. Juni 1922. 
, 2 | 
seVI Bs 1. Pe “hs 
Konzens &3 3 Mikroskop — = Rd Bemerkungen 
tration “Ee Nr. 
FS 
1: 125 60! beweglich 81 2. Tag — 
1: 200 60 50 11. Tag t 
1: 300 60 2 96 8.Tag | ++4- 
1: 400 60 a 40 — — lebt!) 
1:500 60 i 12 | 10.Tag | +4 
Maus Nr. 11. Trypanosomen + 22. Juni 1922. 


1: 100 60 
1: 125 60 


sehr schwach 60 


beweglich 


schwach beweglich 30 


1) Siehe FuBnote *) S. 394. 


12. Tag 


lebt !) 
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in Kochsalz. Die Grenzwerte waren nicht in allen Versuchen genau 
dieselben, was wohl mit der verschiedenen Labilitaét der Trypanosomen 
zusammenhangt. 

Infektionsversuche wurden an insgesamt 130 Miusen vorgenommen. 
Es seien hier nur die Stellen der Protokolle wiedergegeben, an denen 
sich die héchsten noch unwirksamen Konzentrationen finden. 

Aus den Tabellen geht hervor, da®B die Empfindlichkeit der Trypa- 
nosomen gegen Tellur und Selen eine sehr geringe ist. Es wurden 
nach 60 Minuten noch unwirksam gefunden: 


Tellurit bei einer Te!Y-Konzentration von 1 : 500, 
Tellurat ,, .,  TeV!- * og) SR, 
Selenit ,, ,, SelV¥- 22000, 
Selenat ,, ,, Sev. as »» 1:10. 


Tellurit zeigt sich dabei etwa zweimal so wirksam wie Tellurat, 
Selenit etwa fiinfmal so wirksam wie Selenat. 


Eine Virulenzabschwdchung hat die Behandlung der Trypanosomen 
mit Tellur- und Selenlésungen nicht zur Folge. Die Dauer der Infektion 
schwankte zwar von 6 bis héchstens 14 Tagen. (Die einzige Ausnahme 
bildet Maus Nr. 99 in Tabelle VI. Hier handelt es sich um den seltenen 
Fall eines Rezidivs. Die am 10. Tage im Blute aufgetretenen Parasiten 
verschwanden wieder vom 12. bis 16. Tage.) 


Diese Schwankungen in der Infektionsdauer kénnen aber nur 
von der Zahl der infizierenden (iiberlebenden) Trypanosomen abhiangen. 
DaB nicht alle Protozoen zur gleichen Zeit absterben, laBt sich im 
Mikroskop leicht erkennen. Die Stadien des Absterbens finden sich 
nie gleichmaig im selben Praparat. Neben gequollenen, unbeweg- 
lichen, aufgelésten finden sich lange noch mehr oder weniger in ihrer 
Form und Beweglichkeit erhaltene Exemplare. 


Auch Kontrolltiere, die nach Aufenthalt der Trypanosomen in 
Kochsalz und Tyrode infiziert wurden, blieben bis zu 14 Tagen am 
Leben. 


Hiermit stehen die Befunde Dérrs und Bergers im Einklang, nach 
deren sorgfaltigen Untersuchungen die Virulenz der Trypanosomen 
ihrer Vermehrungsgeschwindigkeit entspricht. Sie stellten fest: ,,Die 
Inkubationsdauer und Gesamtdauer der Infektion waren von der 
Menge der intraperitoneal inokultierten Trypanosomen abhiangig.~ 


Und: ,,Die Nachkommen der durch eiwei®freie Salzlésungen bis 
zur auBersten Toleranzgrenze beeinfluBten Parasiten vermehren sich 
offenbar im gleichen Tempo, wie diejenigen, welche von médglichst 
schonend behandelten Exemplaren abstammen.* 
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Pharmakologie des Selens und Tellurs. IV. 397 


Zusammenfassung. 

1. Wahrend Trypanosomen in Kochsalz- und Ringerlésung nach 
ungefihr 1 Stunde zugrunde gehen, bleiben sie in Tyrode- und ver- 
diinnter Bouillonlésung mehrere Stunden am Leben. 

2. Trypanosomen werden erst bei hohen Selen- bzw. Tellur- 
konzentrationen abgetétet. Nach einstiindiger Einwirkung erwiesen 
sich folgende Konzentrationen noch als unwirksam: Fiir Tellurit 1 : 500, 
fiir Tellurat 1: 300, fiir Selenit 1: 500, fiir Selenat 1: 100. Eine be- 
stimmte Grenze laBt sich wegen der schwankenden Labilitat der Trypa- 
nosomen nicht angeben. 

3. Eine Herabsetzung ihrer Vermehrungsgeschwindigkeit (Virulenz) 
erfolgt durch Behandlung der Trypanosomen mit Selen und Tellur nicht. 

4. Auch gegeniiber Trypanosomen sind Selenite und Tellurite 
wirksamer als Selenate und Tellurate. 
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Uber oligodynamische Metallwirkung. 
Von 
Josef Schumacher (Berlin). 


( Eingegangen am 15. September 1922.) 


Fiir die Ursache der oligodynamischen Wirkung der Metalle 
machen die meisten Autoren mit Recht deren Léslichkeit verant- 
wortlich. 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen glaubt man, da8 zur 
Erreichung dieser Wirkung minimale, chemisch nicht nachweisbare Mengen 
der Metalle geniigen. Saal (1) glaubte dagegen auf Grund seiner Unter- 
suchungen irgend eine unbekannte physikalische Energie mit Fernwirkung 
annehmen zu miissen. Die inzwischen erhobenen Befunde stellen jedoch 
die Tatsache sicher, daB es sich bei der Entfaltung der oligodynamischen 
Metallwirkung hauptsachlich um Lésungsvorgiinge handelt und da’ dabei 
die Metallionen in erster Linie mitbeteiligt sind. 

Fiir das Vorliegen von Lésungsvorgdngen sprechen unter anderen Ver- 
suchen die Ergebnisse Acéls (2). Wiahrend vorher der Nachweis des Silbers 
im Wasser, das durch dieses keimtétend wurde, niemandem gelungen war, 
auch nicht bei noch so hoher Konzentrierung der Fliissigkeiten durch Ein- 
dampfen, konnte Acél den Silbergehalt solcher Wasser dadurch nachweisen, 
daB er die betreffenden Wasser giinzlich in einer weifen Porzellanschale 
zur Trockne verdampfte und zum Riickstand einige Tropfen verdiinnten 
Schwefelammons gab. Auf dem Boden der Porzellanschale entstand so eine 
auf dem weiBen Grunde gut sichtbare, mehr oder minder braune bzw. 
braunschwarze Verfairbung von Schwefelsilber. Brachte Acél zum Riick- 
stand eine verdiinnte Lésung von chromsaurem Kali, so erhielt er die fiir 
Silber charakteristische rétliche Firbung, wihrend die Kontrollproben 
negativ ausfielen. 

Fir die Mitbeteiligung der Metallionen bei der Entfaltung der oligo- 
dynamischen Wirkung sprechen unter anderen Beobachtungen mehr 
physikalisch-chemischer Natur (Aktivierung der Wande von GlasgefaBen, 
Glasstiicken, Zellen) vor allem die Tatsachen, da ,,oligodynamisch“ ge- 
machte Wiisser auch durch dieselben Substanzen inaktiviert werden kénnen, 
die auch eine Neutralisation von Metallsalzlésungen zu bewirken vermégen. 
Hier verdient in erster Linie die Erscheinung angefiihrt zu werden, daB es 
gelungen ist, wirksame ,,oligodynamisch*‘ gemachte Wiisser ihrer bakterien- 
vernichtenden Kraft zu berauben, wenn man sie vorher mit Schwefel- 
ammonium- oder Kochsalzlésungen behandelt hatte [Siipfle, Acél (3)}. 
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J. Schumacher: Oligodynamische Metallwirkung. 399 


Eiwei8stoffe wirkten in ahnlicher Weise auf solche Wasser ein durch Bildung 
von Metallalbuminaten. Die Konzentrationsfaihigkeit durch Eindampfen 
und das Vermégen durch tierische Membranen (Doerr), Gallerten usw. zu 
diffundieren, teilen die ,,oligodynamisch* gemachten Wiisser ebenfalls mit 
den Metallsalzlésungen. 

Wenn das Vorhandensein von Silberionen in den ,,oligodynamisch*‘ 
gemachten Wissern durch die Versuche von Acél in den Riickstinden 
dieser Wiisser auch hinreichend exakt bewiesen ist, so steht der Nach- 
weis der Silberionen in den nicht eingedampften Wiissern noch aus. 
Die Empfindlichkeit der gewéhnlichen chemischen Reaktionen des 
Silbers reicht bekanntermafen zu diesem Nachweis nicht aus. Dieser 
Nachweis gelang mir auf folgende Weise. Ren Untersuchungen liegt 
eine schon vor 7 Jahren gemachte Beobachtung zugrunde (4). Als 
ich damals auf gonokokkenhaltige Eiterausstriche, die vorher mit 
einer Silbersalzlésung behandelt worden waren, eine Leukomethylen- 
blaulésung einwirken lieB, so wurden die Ausstriche momentan blau, 
da sich die Kerne der Leucocyten und die Gonokokken intensiv geblaut 
hatten, wiaihrend sich gewéhnliche, nicht mit Silber vorbehandelte 
Ausstriche erst nach sehr viel langerer Zeit blau fairbten. Aus dieser 
Beobachtung schloB ich damals, daB den Metallen hierbei ein kata- 
lytischer EinfluB zukomme, der durch eine raschere Oxydation des 
Leukomethylenblaus eine raschere Bliuung der Priiparate bewirkte. 
Ahnliche Beobachtungen hatte bereits Schade (5) an Sublimat-Guajak- 
tinkturmischungen gemacht. 

Die zu unserem Versuch erforderliche Leukomethylenblaulésung 
bereiten wir uns auf folgende Weise. Wir geben zu 100 ccm einer 1% proz. 
Lésung von reinem Methylenblau') (medicinale) in einem Erlenmeyerkolben 
7 Tropfen konzentrierten HCl und 5cem einer 10 proz. Rongalitlésung 
(Hollborn, Leipzig). Unter stetem Umschiitteln wird erwirmt, bis eben Ent- 
farbung eingetreten ist, worauf sofort unter der Wasserleitung abgekiihlt 
wird. Bei etwa vorhandener Triibung wird filtriert. Die Lésung ist einige 
Tage haltbar. 

1. Versuch. Wir bringen in zwei Reagenzgliser je 4 cem dieser Leuko- 
methylenblaulésung. Zu der einen Probe geben wir aber auBerdem die 
gleiche Menge einer | proz. Silbernitratl6sung, wodurch die vorher farblose 
Lésung fast sofort (etwal, Sekunde) tiefmethylenblau wird, wahrend die 
Kontrolle bei dieser Versuchsanordnung erst nach 3 Tagen anfiingt, sich 
himmelblau zu farben, und erst am vierten Tage tiefmethylenblau ge- 
worden ist. 

Wir sehen also hier eine ganz enorme Beschleunigung der Oxydation 
der Leukomethylenblaulésung und kénnen uns durch weitere Ver- 
suche leicht davon iiberzeugen, daB diese Oxydationsbeschleunigung 


1) Unreines Methylenblau wird bei der Reduktion nicht farblos, sondern 
schmutzig rosa, da die hierbei vorliegenden Farbverunreinigungen kein 
weiBes Leukoprodukt liefern. Solches Methylenblau verwendet man daher 
am besten nicht. 
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an das Vorhandensein freier Metallionen gebunden ist. Noch etwas 
rascher (momentan) als durch Silbernitrat erfolgt die Bliuung des 
Reagens durch Goldchlorid, waihrend Quecksilbersalzlésungen ganz 
erheblich langer gebrauchen, um das Reagens methylenblau zu farben. 
Beziiglich der Schnelligkeit der eintretenden Oxydation steht das 
Silber also in der Mitte zwischen Au und Hg. Sehr hiibsch fallt ein 
Kalomelversuch aus. Nach etwa 10 bis 15 Minuten beginnt das weiBe, 
am Boden des Reagenzglases befindliche Kalomel sich himmelblau zu 
farben, um nach etwa 1 Stunde tiefblau zu werden, waihrend die iiber- 
stehende Flissigkeit absolut farblos ist. Nucleinsaure Schwermetall- 
salze blauen sowohl in vitro als auch in der Zelle in absteigender Reihen- 
folge: Au, Ag, Hg schon nach kurzer Zeit. Dagegen bliuen alle kom- 
plexen Salze der Schwermetalle das Leukomethylenblau nicht oder, 
sofern sie rasch sekundir freie [onen abgeben, machen sie die Lésung 
griinstichig. Auf das Verhalten weiterer Metallsalze, deren Wirkung 
ich in meinem zitierten Vortrag demonstriert habe (6), soll bei anderer 
Gelegenheit niher eingegangen werden. 

Ahnliche Beobachtungen, auf die ich erst nach meinem Vortrage auf- 
merksam gemacht wurde, liegen von Pfeiffer und Kadletz (7) vor. Brachten 
die Autoren einen Cu-Draht in farblosen Fuchsinagar (das Fuchsin war 
durch Natriumsulfit vorher reduziert worden), so zeigte sich schon nach 
wenigen Stunden ein zuerst leicht, dann intensiv rot gefarbter Hof von ganz 
bestimmter Form um den Metalldraht. Die Fuchsinwirkung des Kupfers 
trat nicht in Erscheinung, wenn unter Sauerstoffabschlu8 in einer Stick- 
stoffatmosphiare gearbeitet wurde. 

Waren in ,,oligodynamisch“ gemachten Wassern Metallionen zu- 
gegen, so muBten sie aller Voraussicht nach mit dieser Versuchs- 
anordnung nachzuweisen sein. Und das ist in der Tat der Fall. Da 
aber einerseits in der oben erwahnten Leukomethylenblaulésung etwas 
Rongalit im Uberschu8 vorhanden ist und daher bei schwacher Oxy- 
dation und schwacher Blaiuung oft wieder eine Entfirbung eintritt 
und wir andererseits in oligodynamisch gemachten Wissern nur geringe 
Mengen von Silberionen erwarten diirfen, habe ich zu diesem Nachweis 
die oben gebrauchte Leukomethylenblaulésung zehnfach verdiinnt an- 
gewendet. 


2. Versuch. Zur rascheren Erzielung eines etwaigen Silbergehaltes wurde 
in der Siedehitze gearbeitet. Ein altes dainisches Zweikronenstiick (1876) 
wurde in ein kleines Becherglas gebracht und 40 ccm reines destilliertes 
Wasser zugegeben. Nachdem zum Sieden erhitzt worden war, wurde weiter 
kochen gelassen, bis das Wasser auf etwa 10ccm eingedampft war. Brachte 
man nun gleiche Mengen des so erhaltenen Wassers zu gleichen Mengen der 
zehnfach verdiinnten Leukomethylenblaulésung, so trat momentan Himmel- 
blaufarbung auf. Selbstverstindlich wurde vorher eine Probe des ver- 
wendeten saurefreien Wassers (in demselben Becherglas ohne Metallmiinze 
ebensolange gekocht) auf etwa vorhandene oxydierende Eigenschaften 
gepriift. Dieser Kontrollversuch verlief negativ. 
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Da wir sehen, da einerseits eine eintretende Blauung des Reagens 
nur durch freie Metallionen erfolgt und bei negativem Kontrollversuch 
das mit der Miinze in Beriithrung gewesene Wasser jetzt das Reagens 
zu bliuen vermag, so ist damit der Nachweis freier Silberionen in 
diesem Wasser gefiihrt, da eine andere Erklirung bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht in Frage kommen kann. 

3. Versuch. Das aus dem Wasser herausgenommene Kronenstiick, das 
vorher die bekannte grauschwarze Farbe alter Miinzen zeigte, war durch 
seinen Aufenthalt im Wasser blank geworden. Es wurde nun in eine 
Porzellanschale mit der konzentrierten Leukomethylenblaulésung gebracht. 
Momentan iiberzog sich die Miinze mit einer tiefblauen Schicht, wiaihrend 
die Fliissigkeit farblos blieb. Erst nach Schiitteln entstanden  blaue 
Schlieren, die von der Miinzenoberflache ausgingen und sich in der Fliissig- 
keit verteilten. 

Durch dieses einfache Aufkochen waren offenbar der Miinze noch 
nicht alle Silberverbindungen entzogen worden, bei zweimaligem Auf- 
kochen war aber der Effekt bereits etwas geringer. DaB auf diese Weise 
den Metallen die Stoffe sukzessiv entzogen werden kénnen, die die 
Wasser zu aktivieren vermégen, hat schon Doerr (8) gezeigt. 

Was nun die Erkldrung der oligodynamischen Wirkung des Silbers 
anlangt, so beziehen wir diese auf Grund der Untersuchungen vieler 
Autoren auf den Einflu8 der Metallionen. 


Wiederholen wir den bekannten Versuch und geben zu einem frisch 
gegossenen, noch fliissigen Nahrboden eine Silbermiinze. Dann beobachten 
wir um diese herum den bekannten keimfreien Hof, an dessen Peripherie wir 
nicht selten eine Zone iippigeren Wachstums finden, bei der oft weniger die 
Zahl der Kolonien vermehrt ist, sondern die einzelnen Kolonien vergréfert 
erscheinen (Doerr). Wir glauben diese Beobachtung in das Arndt-Schultzsche 
Grundgesetz einfiigen zu diirfen, nach dem kleine Reize die Lebenstitigkeit 
anfachen. Die Entstehung des keimfreien Hofes um das Silberstiick erkliren 
wir damit, daB hierbei die Gesetze der Diffusion in Gallerten Geltung haben, 
und daB sich die von dem Metallstiick loslésenden Silberionen zunichst 
unbeeinfluBt durch die inzwischen eintretende Koagulierung der Gallerte 
fortbewegen. Bei fortschreitender Erstarrung werde die Diffusion immer 
langsamer, bis sie schlieBlich aufhére. Die scharfe Begrenzung der keimfreien 
Zone sehen wir dadurch bedingt, daB sich die Metallionen gleichmaBig fort- 
bewegen. Da ihre Konzentration um das Metallstiick ferner allmahlich 
abnimmt, miissen auch ihre entwicklungshemmenden Eigenschaften ge- 
ringer werden, bis sie jenseits der iippigen Wachstumszone so gering ist, dab 
sie keinen Einflu8 auf das Bakterienwachstum mehr hat. 

Wenn wir auch mit der relativ hohen Silberionenkonzentration um das 
Metallstiick herum und deren bekannten Wirkung auf Bakterien das Aus- 
bleiben des Wachstums in der keimfreien Zone erklaren kOnnen, so doch 
nicht das Auftreten der tippig wachsenden Randzone. Denn das Wort ,, Re7z* 
besagt in dieser Hinsicht noch nichts. Cobet und van der Reis (9) stehen 
sogar auf dem Standpunkt, daB der Randwulst keine Folge oligodynamischer 
Metallwirkung sei, sondern lediglich durch Nahrstoffbegiinstigung zustande 
komme, wihrend Seiffert (10) bestatigt, daB sich ein Randwulst wohl allein 
auf Grund einer Nahrstoffbegiinstigung bilden kénne, daB jedoch bei der 
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Bildung des oligodynamischen Randwulstes experimentell nachweisbare 
Zusammenhinge mit den oligodynamisch wirksamen Substanzen die mab- 
gebende Rolle spielten. 

Auf Grund meiner Untersuchungen komme ich zu folgenden Schliissen. 
In der nichsten Umgebung der Metallmiinze verhindert die hohe Ionen- 
konzentration eine Entwicklung der Bakterien. In der Gegend des Rand- 
wulstes ist die Meta!lionenkonzentration bereits eine so geringe, daB das 
Leben der Bakterien dadurch nicht unméglich wird. Im Gegenteil wirken 
die geringen dort vorhandenen Metallmengen in hohem Grade sauerstoff- 
iibertragend, worauf ich bereits hingewiesen habe (21). Dadurch muB8 es 
notgedrungen zu einer starken Stoffwechselsteigerung in der Bakterienzelle 
kommen, die sich ihrerseits auch in einer lebhafteren Vermehrung ausdriickt, 
wodurch speziell gerade die Gréfe der Kolonien und nicht deren Zahl 
vermehrt wird. Der Sauerstoff allein kann aber nicht zu einem stirkeren 
Wachstum fiihren, sofern die Bakterien, die sich dadurch rascher vermehren 
sollen, nicht die nétigen anderweitigen Nahrstoffe (N H,PO, usw.) in ge- 
niigender Menge vorfinden. Und da der Randwulst sich an die keimfreie 
Zone anschlieBt und so die Ernihrungsbedingungen dort die denkbar 
giinstigsten sind, wie dies auch Cobet und van der Reis vermuten, so glaube 
ich, daB beide Momente, sowohl die erhéhte Sauerstoffzufuhr an der Randzone 
als auch die dort vorhandenen giinstigen Erndhrungsbedingungen fiir das Ent- 
stehen des Léhnerschen Randwulstes verantwortlich zu machen sind. 


Da ferner eine Sauerstoffiibertragung auch noch durch an die Zelle 
gebundenes Metall erfolgt, beweisen meine anderorts noch niher zu schil- 
dernden histochemischen Untersuchungen. Sowohl in vitro bewirken die 
nucleinsauren Schwermetallsalze auf katalytischem Wege sauerstoffiiber- 
tragend als auch nach der Vereinigung der Schwermetallsalzionen mit der 
Nucleinsiure des Zellkerns, worauf oben bereits kurz hingewiesen wurde. 
Entfernung des gebildeten nucleinsauren Schwermetallsalzes aus der Zelle 
durch Behandlung mit Halogenalkalien hat zur Folge, daB jetzt auch die 
sauerstoffiibertragende Wirkung fehlt. 

DaB aber durch diese kurz vorher erwihnte, infolge des Sauerstoff- 
iiberschusses erhdhte Zelltatigkeit auch der Stoffwechsel der Zelle ein 
erhéhter ist, beweisen unter anderen die Versuche von Biernacki (11), der 
zeigte, daB Sublimat und Kupfersulfat in sehr starken Verdtinnungen eine 
nicht unerhebliche Reizung auf Wachstum und Giarvermégen der Hefezellen 
auszutibeh vermégen. Hiine (12) zeigte ferner, daB geringe Mengen von 
Sublimat die Garungen der Kolibakterien giinstig beeinflussen. Auch 
Richet und Duclaux (13) fanden, da Sublimat oder Kupfersulfat in einer 
Verdiinnung von 1: 2000000 in Kulturen von Milchsaéurebakterien die 
Milchsiurebildung noch férdern. Weitere Versuche, die hierher gehdren, 
sind diejenigen von Bertraud und Sazerac (14) mit Mycoderma aceti und die 
Versuche von Schulz (15), die vor kurzem allerdings von Joachimoglu (16) 
nicht bestatigt werden konnten. Walbwm (17) konnte ferner neuerdings 
zeigen, daB es auch unter der Einwirkung verschiedener Metallsalzlésungen 
zu einer erhéhten Toxinproduktion bei Bakterien (Staphylolysin bei 
Staphylokokken) kommen kann. Da8® auch die Zellen in corpore auf die 
Zufuhr von kleinen Metallmengen ebenfalls mit erhéhter Oxydation und 
vermehrter Tatigkeit antworten, beweisen die Versuche von Jzar (18), der 
fand, da8 alle einverleibten Hg-Priparate einen gesteigerten N-Umsatz zur 
Folge hatten. Der Harnstickstoff war stets am Tage nach der Applikation 
betrichtlich vermehrt, die positive N-Bilanz wurde zu einer negativen. Die 
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Differenz in der Wirkung der verschiedenen Hg-Priiparate stand in Be- 
ziehung zu der mehr oder minder groBen Leichtigkeit, mit der aus den 
Priiparaten das Hg-Ion in corpore in Freiheit gesetzt werden konnte. So 
fiihrte das Quecksilberthiosulfat erst nach 3 bis 4 Tagen zu demselben 
Effekt, den die anderen, nicht komplexen Hg-Salze bereits am Tage nach 
der Injektion bewirkten. Auch hier erkennen wir wieder einwandfrei die 
Bedeutung des freien Ions. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der Lues- 
therapie mit Hg-Salzen, wobei man zwar nicht regelmaBig, dennoch stets 
die Tendenz zu K6rpergewichtsabnahme konstatieren kann, die nur der 
Ausdruck erhéhter Zelltatigkeit sein kann. Auf die therapeutische Rolle 
des Hg bei der Luestherapie kann hier naturgemaB nicht eingegangen 
werden, nur so viel sei gesagt, daB seine Wirkung an das jreie Hg-lonen ge- 
bunden ist und ebenfalls eine katalytische ist, keine direkte, abtétende oder 
entwicklungshemmende (6). 

Sahen wir so die Entstehung des Randwulstes bedingt einmal dadurch, 
da8 dort kleinste Metallionenmengen zugegen sind, die erheblich Sauerstoff 
iibertragen und dadurch auf den Ablauf der Zellprozesse beschleunigend 
wirken, und zweitens dadurch, dai dort gleichzeitig giinstige Ernihrungs- 
bedingungen vorherrschen, so ist die andere Frage noch ungeklart, welche 
chemischen Prozesse fiihren zur Ausbildung des keimfreien Hofes? Diese 
kénnen zweierlei Natur sein: Einmal kann es sich um die bekannte abtétende 
oder entwicklungshemmende Wirkung der Metallionen auf die Bakterien 
handeln, die ich in der Bildung von Schwermetallsalz-Zellkernverbindungen 
sehe, speziell in der Entstehung von nucleinsaurem Schwermetallsalz, 
wodurch den Zellen die weitere Vermehrungstitigkeit genommen wird, 
sofern die Metallionenmengen eine gewisse Konzentration tiberschreiten 
(19, 20), oder es. handelt sich um eine Sauerstoffwirkung, die ich in erster 
Linie fiir den Effekt verantwortlich mache. Durch die gréBere Metallionen- 
konzentration gegeniiber der geringen in der Gegend des Randwulstes kann 
es in der Zone des keimfreien Hofes zu einer so groBen Sauerstoffspannung 
kommen, daB diese ein Bakterienwachstum verhindert. Diese Frage, ob 
die erste oder die zweite Erklarung zutrifft, konnen nur Experimente ent- 
scheiden, bei denen der klassische Metallmiinzenbakterienversuch in einer 
sauerstoffreien Atmosphare, beispielsweise in einer N-Atmosphiire an- 
gestellt wird, Versuche, die von anderer Seite im AnschluB8 an meinen Vor- 
trag in der Dermatologischen Gesellschaft in Angriff genommen worden 
sind und denen hier nicht vorgegriffen werden soll. 


Zusammenfassung. 

Der Nachweis freier Metallionen in oligodynamisch gemachten 
Wissern gelingt mit der Leukomethylenblaumethode. Wiahrend die 
freien Metallionen auf katalytischem Wege auBerst stark sauerstoff- 
iibertragend wirken, fehlt diese Eigenschaft den komplexen lonen. 
Die sauerstoffiibertragende Wirkung der Metalle laBt sich auch nach 
deren Bindung an die tote Zelle noch histochemisch beweisen. Aber 
auch die Oxydationsprozesse in der lebenden Zelle werden durch die 
EKinwirkung freier Metallionen, sofern diese nur in geringer Menge 
zugegen sind, gesteigert, was sich in einer gesteigerten Zellvermehrung 
und Steigerung simtlicher Stoffwechselvorgiinge in der Zelle (Toxin- 
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produktion) aubert. Das beweisen alte und neue Untersuchungen 
von Biernacki, Hiine, Richet und Duclaux, Walbum und Izar. Die 
Bildung des Léhnerschen Randwulstes wird zuriickgefiihrt sowohl 
auf die sauerstoffiibertragende und wachstumsfordernde Kraft der 
geringen, dort vorhandenen Mengen von freien Metallionen als auch 
auf den EinfluB der dort besonders guten Ernahrungsbedingungen fiir 
die Mikroorganismen infolge der direkten Nachbarschaft des keim- 
freien Hofes. Dieser verdankt seine Entstehung der Wirkung hoherer 
Konzentrationen freier Metallionen. In erster Linie diirfte aber die 
dadurch dort herrschende héhere Sauerstoffspannung fiir die Aus- 
bildung des keimfreien Hofes verantwortlich zu machen sein, was 
weitere Versuche noch zu beweisen hitten, die im Gange sind. 


Literatur. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von J. de Haan: 
ylber den Glykogengehalt der weiben Blutkérperchen“ 
(Diese Zeitschr. 128, 124). 


Von 


L. Haberlandt. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
( Eingegangen am 15. September 1922.) 


J.de Haan berichtet in obiger Mitteilung iiber Versuche, in denen es ihm 
nicht gelungen ist, auf mikrochemischem Wege (P/liigersche Methode) eine 
Vermehrung des Glykogengehaltes von Exsudatleukocyten des Kaninchens 
bel intraperitonealer Zufuhr von Stirkekleister oder Glucose nachzuweisen. 
Deshalb will de Haan meine fritheren Befunde') nicht anerkennen, welche 
eine Glykogenbildung in Leukocyten nach subkutaner Stiarkezufuhr erwiesen 
haben. de Haan meint, daB der Ausfall der Jodreaktion tiberhaupt keinen 
AufschluB uber den Glykogengehalt der Leukocyten geben kénne, da in 
seinen Versuchen bei negativer Jodreaktion die Glykogenmenge nicht geringer 
war als bei positiver Jodreaktion. Wennde Haan meinen Angaben tiber friiheres 
oder starkeres Auftreten der Jodreaktion in den mit Starke gefiitterten 
Leukocyten den Vorwurf der Subjektivitaét macht, so kann ich nur wieder- 
holen, da®B die Unterschiede natiirlich so deutlich waren, daB dieses 
Moment nicht stérend in Betracht kommen konnte. Uberdies sei darauf 
verwiesen, das meine Ergebnisse am Warmbliiter (Meerschweinchen und 
Kaninchen) auch noch mit der Best-Methode bestiatigt werden konnten. 
Wie iiberall in der experimentellen Forschung, haben aber positive 
Resultate ganz allgemein weit gréBere Beweiskraft als negative. Statt auf 
Grund negativer Befunde meine positiven Ergebnisse zu bestreiten, wiire es 
wohl zweckmaBiger gewesen, nachzuforschen, worin wohl der auffallende 
Gegensatz und scheinbare Widerspruch unserer Versuchsresultate begriindet 
sein diirfte. Im folgenden méchte ich nun hierfiir eine Erklarungsméglich- 
keit geben. 

Bei meinen Froschversuchen hatte ich unter anderem auch Trauben- 
zuckerlésung in den Riickenlymphsack eingebracht und dann die in ihn ein- 
gewanderten Leukocyten auf ihren Glykogengehalt untersucht?). Wenn 
nun zu den Injektionen eine geringere Menge (ungefiihr 2 cem) einer etwa 
3proz. Traubenzuckerlésung verwendet wurde, so zeigte sich die bestenfalls 
mit Jodglycerin erzielbare minimale Glykogenreaktion nicht verstirkt. 
Nach Ejinbringung einer gréBeren Menge (3 bis 5 cem) einer anni&ihernd 


1) Zeitschr. f. Biol. 70, 348, 1919. 
2) A. a. O., S. 355. 
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5 proz. Traubenzuckerlésung lieBen dagegen bereits nach 2 Tagen die Leuko- 
cyten mit Jodgummi eine deutliche Reaktion erkennen, wihrend letztere bei 
den mit Kohle behandelten Kontrolltieren meist nach dieser Zeit entweder 
noch gar nicht oder doch schwacher ausgepragt war. Es scheint also der 
groBere Teil der eingefiihrten Traubenzuckerlésung im Lymphsack bald 
resorbiert zu werden, wihrend bei gréBeren Gaben offenbar die Resorption 
langsamer vor sich geht, so da8 ein Teil der eingewanderten Leukocyten 
Traubenzucker aufnehmen und in Glykogen umwandeln kann. Andererseits 
habe ich in meinen friiheren Untersuchungen') die Erfahrung gewonnen, 
daB das von mir nachgewiesene diastatische Leukocytenferment (z. B. im 
Vergleich zur Speicheldiastase) doch immerhin ziemlich langsam und schwach 
wirkt. Deshalb habe ich bei meinen spiiteren Glykogenversuchen stets 
absichtlich verhaltnismaBig viel Starkepulver (reinste Weizenstirke, die 
am leichtesten angegriffen wird) oder daraus bereiteten Starkekleister zu- 
gefihrt, so da®B dann eine geniigende Menge Traubenzucker entstehen 
konnte, um die intrazellulare Bildung von Glykogen seitens der Leukocyten 
zu ermdglichen. 

Im Gegensatz dazu hat nun de Haan nur 0,5°, Starkekleister oder 
0,5°, Glukose zur intraperitonealen Injektion verwendet. Wenn man die 
in der Bauchhoéhle statthabende Resorption beriicksichtigt, so ist ohne 
weiteres ersichtlich, daB die zur Verfiigung stehenden Zuckermengen wohl 
nicht im Uberschu8 vorhanden gewesen sein diirften, wie dies nach meinen 
Ergebnissen fiir eine Glykogenbildung in Leukocyten nétig erscheint. Auf 
diese Weise laBt sich demnach zwanglos die Unbeeinflu8barkeit des Glykogen- 
gehaltes der Exsudatleukocyten bei Zufuhr von Kohlehydraten erkliren, 
wie sie in den Versuchen von de Haan zweifellos nachgewiesen werden 
konnte; Versuche mit gréBeren Mengen von Starke und Glucose hitten 
wohl auch zu denselben positiven Ergebnissen gefiihrt, wie ich sie in meinen 
Untersuchungen mit Sicherheit erzielen konnte. 

NaturgemiB mu8B ich mich auch gegen die SchluBfolgerung wenden, 
die de Haan aus dem negativen Ausfall seiner Versuche gezogen hat. Er 
erblickt danach in der Glykogenablagerung innerhalb von Exsudatleuko- 
cyten keine vitale Zellfunktion, sondern eine Degenerationserscheinung. 
Erstere Auffassung hatten bereits Lubarsch*), Best*) u. a. mit Nachdruck 
vertreten, fiir ihre Richtigkeit sprechen besonders auch die Befunde von 
Mitosen in glykogenhaltigen Zellen, was schon Best, Arnold*), Ernst®) u. a. 
betont haben. Andererseits erweisen sich ja nach Best, Wolff®) u. a. ab- 
gestorbene Zellen in nekrotischen Herden immer glykogenfrei. Endlich weist 
auch die von mir nachgewiesene Glykogenbildung in Leukocyten nach 
subkutaner Stirkezufuhr deutlich darauf hin, daf dieser Vorgang den 
Ausdruck einer aktiven Zelltatigkeit darstellt. 


') Pfliigers Arch. 182, 175, 1910. 

2) Virchows Arch. 188, 226 u. 233, 1906. 

8) Zieglers Beitr. z. pathol. Anat. u. allgem. Pathol. 38, 593, 1903. 

*) Zentralbl. f. allg. Pathol. u. pathol. Anat. 21, 3, 1910. 

5) Handb. d. allgem. Pathol. von Krehl und Marchand 3, 194, 1915. 
6) Zeitschr. f. klin. Med. 51, 407, 1904. 
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Uber den 
Ubergang des Athylalkohols von der Mutter zur Frucht, 
Von 
John Olow. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 21. September 1922.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In seiner im Jahre 1900 verd6ffentlichten Arbeit ,.,Recherches 
expérimentales sur |’élimination de lalcool dans Vorganisme’ nahm 
Nicloux') auch die Frage vom Ubergang des Alkohols von der Mutter 
zur Frucht zur Untersuchung auf und kam dabei zu folgendem Schlub?) : 

»L’alcool ingéré passe de la mére au foetus avec une telle facilité que 
les teneurs en alcool du sang maternel et du sang foetal sont sinon égales 
du moins trés voisines, et de ce fait on est en droit d’assurer que les désordres 
nerveux, ivresse, anésthésie ete., qui sont la conséquence de lapparition 
dans le sang d’une quantité déterminée d’alcool ont par cela meme une 
répercussion immédiate sur lorganisme foetal.‘ 

Der SchluBsatz stiitzte sich teils auf eine Reihe von Untersuchungen, 
welche die Eigenschaft des Alkohols zeigten, in die verschiedenen Fliissig- 
keiten und Gewebe des Korpers schnell hineinzudiffundieren was durch 
die Untersuchungen mehrerer spaterer Forscher (Widmark, Chabanier und 
Ibarro-Loving u. a.) zur Geniige bestatigt worden ist teils auch auf die 
Resultate folgender direkten Versuche: In drei Fallen wurde, 50 Minuten 
bis 14, Stunde nach der Eingabe von 0,5 bis 5 cem Alkohol pro Kilogramm 
Koérpergewicht in den Ventrikel eines Meerschweinchens, eine Alkohol- 
konzentration des Blutes von 0,36 bis 0,47°,, und zur selben Zeit eine 
Konzentration im Blute der Frucht von 0,31 bis 0,37, festgestellt. Drei 
weitere Meerschweinchenversuche ergaben nahezu identische Alkohol- 
konzentrationen in den Geweben des Muttertieres und in denen der Frucht, 
1 bis 11, Stunde nach der Eingabe des Alkohols. Endlich wurde in sechs 
Fallen, wo gebarenden Frauen 40 Minuten bis 11% Stunde vor der Ent 
bindung 0,45 cem absoluter Alkohol pro Kilogramm Kérpergewicht ein- 
gegeben wurde, 1m Blute der Nabelschnur eine Alkoholkonzentration von 
0,14 bis 0,53 pro Mille gefunden. 

Dab der Alkohol von der Mutter in die Frucht tibergeht, ist somit 
schon lingst nachgewiesen worden. Die Methodik, welche Vicloux wie 
den iibrigen friiheren Forschern zu Gebote stand, konnte aber aus natiir- 
lichen Griinden nur das einfache Nachweisen der Tatsache gestatten: 
der feinere Verlauf der Diffusion im Koérper und von Mutter zur Frucht 
mubte so lange unbekannt bleiben, bis das Mittel gefunden wurde, die 
einzelnen Stichproben durch langere Reihenuntersuchungen zu ersetzen 


') Paris, Octave Doin, 1900. 
») bo, 8 @&. 
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Dieses Mittel hat uns in diesen Tagen Widmark durch seine vor 
kurzem veréffentlichte Methode') gegeben, welche fiir die genaue 
Bestimmung kleiner Alkoholmengen Proben von nur 100 mg_ Fliissig- 
keit erfordert. Diese Methode erlaubt uns somit, die Alkoholkonzen- 
tration des Blutes und iibriger Korperfliissigkeiten mit kurzen Zwischen- 
raumen zu bestimmen und den Verlauf der Konzentrationskurven 
nach Eingabe einer Alkoholdosis in ihren Einzelheiten zu verfolgen. 

Durch das Entgegenkommen Prof. Widmarks wurde mir schon 
Anfang dieses Jahres die Gelegenheit geboten, mich mit seiner Methode 
vertraut zu machen; nachher habe ich mit ihr eine Anzahl von Unter- 
suchungen an Gebiirenden und entbundenen Frauen ausgefiihrt, Unter- 
suchungen, deren erste Resultate ich hier mitteilen will. 


Methodik. 
Beziiglich der Methodik verweise ich auf die eben zitierte Arbeit 
Widmarks. Zu seinen Ausfiihrungen wiren nur noch einige Kleinig- 


keiten hinzuzufiigen : 


1. Abmessen der Bichromat-Schwefelsduremischung. 

Wie Widmark hervorhebt, beruht die Priizision der Methode zum 
groben Teil auf der Genauigkeit, mit der die Bichromat-Schwefel- 
siuremischung abgemessen wird. Ich habe auf diesem Detail noch mehr 
Sorgfalt verwendet, als Widmark selbst in seiner Arbeit empfiehlt. 
Vielleicht kénnten weitere Vorschriften in dieser Hinsicht unndotig 
erscheinen; da aber vergleichende Versuche eine gewisse Verfeinerung 
der Priazision der Methode bei Befolgen meiner Mafregeln gezeigt 
haben, will ich hier tiber letztere Bericht erstatten. 

Die Beschickung des einzelnen Kolbens hat eine Zeit von 2 Minuten 
in Anspruch genommen. Nach der Kontrolluhr habe ich die verschie- 
denen Tempos folgendermafBen ausgefiihrt: In dem Augenblick, da 
der Zeiger der Kontrolluhr auf 20 weist, beginnt das Aufsaugen der 
Bichromat-Schwefelsiuremischung in die 1-cem-Pipette. Bei 30 Sek. 
nehme ich die Pipette aus der Fliissigkeit und stelle, indem ich die 
Pipettenspitze gegen den Hals des MeBkolbens stiitze, den Meniskus 
auf die Marke ein. Bei 45 Sekunden wird die Pipette in den Erlenmeyer- 
kolben iibergefiihrt, und bei 60 Sekunden fiingt das HinunterflieBen 
der Fliissigkeit in den Kolben an. Wahrend der ganzen folgenden Minute 
beriihrt die Spitze der Pipette den Boden des Kolbens; wenn der Zeiger 
wieder auf 60 steht, wird die Pipette entfernt. Der Glaspfropfen wird 
eingefiigt, ein neuer Kolben wird fertiggestellt, und wenn der Zeiger 
auf 20 steht, ist man bereit, von neuem anzufangen. 


1) Diese Zeitschr. 131, 473. 
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Durch dieses Verfahren wird eine nicht ganz unbedeutende Fehler- 
quelle ausgeschaltet: Am AuBeren der Pipette haftet bei ihrem Heraus- 
heben aus der Fliissigkeit eine gewisse Menge von Bichromat-Schwefel- 
siure, welche nicht abgewischt werden darf (Gefahr der Verunreinigung), 
und welche somit beim Entleeren der Pipette in den Kolben mit hinunter- 
flieBt. Die Menge dieser Fliissigkeit kann bis einen guten Tropfen = 
etwa 0,02 bis 0,03 cem betragen, und der Fehler, welcher aus Varia- 
tionen dieser Fliissigkeit hervorgehen kann, kann somit leicht auf 
| bis 2%, etwa 1 bis 2 y Alkohol entsprechend, steigen. Die Prizision 
mit welcher die Methode arbeitet, seitdem ich die oben beschriebenen 
Mafregeln beobachte, ist jedenfalls nachweislich derjenigen iiherlegen, 
mit welcher ich mich begniigen muBte, solange ich die ersten Tempos 
der Prozedur mehr unregelmabig ausfiihrte. 


2. Uberfithren der abgemessenen Blutmenge in den Behiilter. 

Erstens muB bemerkt werden, daf nach der Veréffentlichung 
der Methode eine Modifikation betreffs der Konstruktion der Behiilter 
ausgefiihrt worden ist. Der in der Arbeit Widmarks abgebildete Be- 
halter erwies sich als sehr briichig wegen der zarten Anheftung am 
Stiel. Um eine gréBere Festigkeit zu erlangen, wird nunmehr der 
Behilter kreisrund gemacht und der Stiel in seiner Mitte befestigt. 

Beim Ausblasen der Blutprobe in den Behalter wird die Spitze 
des Kapillarrohrs, um Blasenbildung zu vermeiden, zweckmabig gegen 
den Stiel gestiitzt. Doch nicht zu hoch hinauf! In diesem Falle bleibt 
nimlich am Stiel eine Blutschicht haften, welche beim Eintrocknen 
leicht abbricht und iiber den Rand des Behilters weg in die Schwefel- 
siure hinunterfallt und den Versuch verdirbt. 


3. Die Titration. 

Fiir die Entfernung der Glaspfropfen nach der Destillation empfiehlt 
Widmark die gréBte Vorsicht, um das Loslésen und Hinunterschiitteln 
des getrockneten Blutes zu vermeiden. Vorsicht in diesem Punkte 
wird aber leichter empfohlen als geleistet. Ich bin hier mit einem sehr 
einfachen Verfahren ausgekommen. Nachdem die Kolben aus dem 
Wasserbade genommen, von den Gummikappen befreit und mit einem 
Gazelappen abgewischt worden sind, werden die Glaspfropfen dadurch 
leicht und ohne Erschiitterung losgelést, dai die Kolben, der Reihe 
nach, wihrend einiger Sekunden wieder in das warme Wasserbad 
eingetaucht werden; durch die Steigerung des Binnendruckes losen 
sich die Pfropfen von selbst und kénnen ohne die geringste Gefahr, 
das trockene Blut hinunterzuschiitteln, entfernt werden. 

Bei der Titration verwende ich immer eine n/200 Thiosulfatlésung. 
Wie auch Widmark bemerkt, tritt nach der Titration immer eine Nach- 
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blauung auf, und zwar weil die Jodbildung ja nicht momentan geschieht, 
sondern durch eine lingere Zeit nach dem Jodkaliumzusatz anhalt. 
Es ist deshalb von ganz besonderer Bedeutung, daB die Titration 
immer in einem bestimmten Zeitpunkt wihrend des Ganges des Pro- 
zesses ausgefiihrt wird. Wann — wihrend der ersten paar Minuten — 
ist sowieso gleichgiiltig, nur immer zur gleichen Zeit. Bei meinen Serien- 
titrationen bin ich in der Weise vorgegangen, da ich vor Beginn der 
Titration einer Probe die Jodkaliumlésung der nichstfolgenden Probe 
zugesetzt habe; da die Titration im allgemeinen einen Zeitraum von 
etwa 1 Minute in Anspruch gencmmen hat, habe ich mit der folgenden 
Titration genau 114 Minuten nach dem Jodkaliumzusatz beginnen 
kénnen. Auch dieses kleine Detail hat zur Steigerung der Prazision 
nicht wenig beigetragen, mehr vielleicht wie alle iibrigen hier erwahnten 
Vorsichtsmabregeln. 


Bestimmung der Konstanten und Priifung der Zuverlissigkeit der Methode. 

In der Arbeit Widmarks wird auf eine Untersuchungsreihe hin- 
gewiesen, welche ich mit reinen, stark verdiinnten Alkohollésungen 
ausgefiihrt habe, um die Konstante bei Verwendung der schwiicheren 
Bichromat-Schwefelsiuremischung (0,05: 100) zu bestimmen. In der 
folgenden Tabelle gebe ich diese Untersuchungsreihe ausfiihrlich wieder : 


Tabelle I. 





Verbrauchte 


Gewicht Berechneter Thiosulfat- " 
der Probe = Alkaligehaltiny losung (n{200) K 
in com < 100 b 
mg “ b 

183 82,4 144 0,572 
144 64,8 115 0,564 
98 44,1 79 0,559 
127 57,2 97 0,590 
54 24,3 45 0,540 
54 24,3 45 0,540 
111 50 91 0,549 
112 50,4 92 0,548 
159 71,6 120 0,597 
59 26,6 48 0,553 
118 53,1 85 0,625 
80 36 61 0.590 
109 49,1 83 0,591 
132 59,4 104 0,571 
122 54,9 93 0,591 
87 39,2 62 0,632 
44 19,8 38 0,521 
144 64,8 105 | 0,617 
Durchsechnitt = — = 0,575. 
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Wie von Widmark bemerkt wird, liegt der Unterschied zwischen 
diesem Wert und dem von ihm und Jeppson gefundenen innerhalb der 
Fehlergrenzen; im folgenden verwende ich deshalb den von Widmark 
angegebenen Wert: K = 0,565. 

Wihrend des Laufes meiner Arbeit habe ich mehrmals Kontroll- 
untersuchungen an reinen abgewogenen Alkohollésungen ausgefiihrt. Ich 
gebe die Resultate einiger diesheziiglichen Untersuchungen wieder: 


Tabelle Il. 





Starke der te hte 
Alkohol- Gewicht bE ca rg Gefundene 
losung auf der Probe eum — Konzentration 
1000 g Wasser pe roo pro Mille 
2g mg 
- 137 114 0.470 a 
O.4- in Oe 
“ 138 113 0,462 + 
125 76 0,343 
0,35 238 161 0,381 0,36 
132 82 O.351 
178 98 0,311 
125 76 0,343 
20 - ’ 20 
6,85 167 88 0.298 032 
168 102 0,343 
9] 25 0,155 
0.16 Ms oa, 
16 150 44 0,165 0,16 
83 +9 0,333 
2 ’ eo 
om 121 66 0.307 82 
- 205 129 0,355 = 
0.3- ie ts 2 re 
3 tied §2 0.379 3% 


Vergleichende Untersuchungen iiber die Alkoholkonzentration im Blute 
Gebirender und im Nabelsehnurblute. 

Beim Ausfiihren dieser Untersuchungen bin ich folgendermaben 
vorgegangen: Gebiirenden Frauen wurde gegen Ende der Geburt 
100cem einer Fliissigkeit eingegeben, welche auber verschiedenen 
Geschmackskorrigentien 20 ¢ Athylalkohol enthilt. Sogleich nach der 
Geburt des Kindes wurden doppelte Proben genommen, teils vom 
Nabelschnurblute, teils vom miitterlichen Kapillarblut. Nur seit 
mehreren Stunden fastende Patientinnen wurden fiir die Untersuchungen 
verwendet (s. Tabelle!). Wie wohl vorauszusehen war, hat die Alkohol- 


dosis die Gebirarbeit ein wenig verlangsamt; die Wehenpausen sind 
linger und ruhiger geworden; zuweilen hat eine Frau ein Gefiihl von 
Warme in der Haut angegeben: im iibrigen ist keine Beeinflussung 
an den Patientinnen bemerkt worden. 

Versuche, in welchen die Differenz zwischen den Doppelproben 
0,059/o9 tiberstieg, wurden verworfen. 


a 
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Die Resultate werden aus der folgenden Tabelle ersichtlich: 


Tabelle III. 











~~ eo 
oa) oe a 
» | gSN | ages | .888 | 2 | .8328  & 
be Se | *32| sss | See2 2 | 2882 5 
Fall 22 se | @a8 | za6V Sue. 3 SaFt 3 
gh or # 22 $388 | Seou | 4e"5 a 4b 2 4 
B34 | Be |“se| “"as | <egs | 5 | “E83 
<a x 0 2> < ao a a? a 
Jahr kg | Stunden Minuten loo loc 
é , 0,498 - | 0,226 oa 
1. 34 III 49 18 12 0.445 0,47 0.226 0,23 
0,396 0,190 
. . + » rh) , Pe , 
2.) 21 I 53 12 23 0355 98) oi93 (919 
. . 0,387 0,097 
. 5) - ) > 28 ’ tf 
| 3. | 25 I 10 25 0343 938) o'091 0,09 
i . ' , 0,160 0,119 
t 9. > i 9 ’ " 9 
4. 33 T\ 68 4 25 0.206 0,18 0.082 0,10 
1 
0,277 
aie 3 
ia s. || 32 | I 15 25 0,328 9.39 0,271 0,27 
ae 0,31) 0,262 
ce: 
2 0,626 0,291 
{ . « Z 9 ve Ve ’ > r) 
. 6. 30 lil 12 26 osss | 889 — '335 0.31 
} 
1 o ‘ 0,421 , 0,369 yas 
2 18 Il 18 30 0.441 0,43 0.378 0.37 
4 - sin 0,147 0,086 
8. | 22 | 1 8 33 0125 94, cosa 08 
; 0,390 0,304 
oe 6 9° r) ded , , a0 
9. 23 I 58,2 20 35 0.411 0,40 0.341 0.32 
96 ' P 0,484 , 0,193 : 
10. 22 Til - 6 38 0.436 0,46 0.232 0,21 
0.197 0,113 
ll. | 20 I 68 14 38 29! | @17 | 0,113 | 0,18 
0,150 os 
0,123 
0,349 0,322 
9 9’ +4 ») , oe ° 
12. 42 II 66.4 24 40 0.308 0.33 0,31 1 0.3 = 
; ei , mest 0,334 oa). A ” 
] 3: 32 LV - 12 oo”) 0.299 0.3 a 0.341 0.35 
: S ),2 ),22 
a rane weer cer wee a ee 
on ),245 - 0,237 
at ee. | ee oe | eee, | i arene. 
a ¥ 0,163 ‘. 0,104 
ed . 9 an 5 : x 0 
i 16. 23 It 67,6 4 85 0,129 0,15 0.137 0,12 
0,076 ea 0,100 
~ ‘ -- 9 > , 
17. 38 IT] 57,4 12 100 0.064 0,07 0,078 0,09 
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Deutlicher fallen die Resultate in die Augen in der folgenden 
graphischen Tabelle, in welcher die Abszisse die nach der Alkohol- 
eingabe verflossene Zeit in Minuten wiedergibt, die Ordinate die Alkohol- 
konzentration des Blutes in Promille, die runden Marken die Alkohol- 
konzentration des Nabelschnurblutes und die kreuzformigen Marken 
die des miitterlichen Blutes: 


Tabelle IV. 
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Man sieht, da die Unterschiede zwischen miitterlichem und 
fotalem Blute anfangs recht betrichtlich sind, waihrend nach der 
40-Minutengrenze die miitterlichen und die fétalen Werte durchgehend 
fast identisch werden. 

Aus diesen Untersuchungsresultaten diirfen wohl folgende Schliisse 
gezogen werden: 

1. Athylalkohol, von gebarenden Frauen eingenommen, diffundiert 
nicht nur in die verschiedenen eigenen Korperfliissigkeiten und Gewebe, 
sondern auch in die Frucht hiniiber. Schon einige Minuten (12 Minuten 
in meinem Versuch 1) nach der Eingabe ist er im fétalen Blute in einer 
nicht ganz geringen Konzentration nachzuweisen. 

2. Doch geschieht die Ausgleichung der Diffusion zwischen miitter- 
lichem und fétalem Blute keineswegs momentan: erst nach etwa 
40 Minuten ist die Alkoholkonzentration des letzteren der des ersteren 
gleich geworden. 

3. In den von mir untersuchten Fallen wies das Verhaltnis zwischen 
den Alkoholkonzentrationen des fétalen und des miitterlichen Blutes 
wahrend dieser 40 Minuten bedeutende Variationen auf. Im ganzen 
genommen, zeigt freilich die Kurve eine gegen die 40-Minutengrenze 
steigende Tendenz; doch sind die Unebenheiten derselben recht grof. 
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Teils diirfte die Erklarung hierfiir darin zu suchen sein, daB die Kurve 
aus verschiedenen Fallen zusammengesetzt wurde, teils — und dies 
diirfte vielleicht das Ausschlaggebende sein — in der Verschiedenheit 
der Gebiararbeit der einzelnen Fille: frequente und langdauernde 
Wehen miissen, selbstverstindlich, den Austausch zwischen Mutter 
und Frucht in hohem Grade hemmen, spiarliche und kurzdauernde 
ihn dagegen weniger beeintrachtigen. Sehr warhscheinlich diirfte 
wihrend der Schwangerschaft, bei der Abwesenheit lingerer und 
kriftigerer Uteruskontraktionen, die Diffusion sich viel ebenmibiger 
und schneller abspielen wie wiaihrend der Geburt?). 
4. Nachdem voller Ausgleich eingetreten ist, verlaufen, bei dem 
allmahlichen Sinken, die Alkoholkonzentrationen des miitterlichen und 
des fétalen Blutes ungefihr parallel. 





') Die nicht geringen Unebenheiten der absoluten Werte, welche 
meine Versuche beziiglich des Alkoholgehaltes des Blutes der verschiedenen 
Frauen gegeben haben, entziehen sich zurzeit einer niheren Erklarung. 
AuBer dem Zeitpunkt der Aufnahme der Proben spielen ja hier verschie- 
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Acetaldehyd im intermediiren Stoffwechsel 
iiberlebender Muskulatur. 


Von 
Julius Hirseh. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 


I. 

Es liegt im Wesen intermediirer Reaktionen. da sie mit einer 
auBerordentlichen Geschwindigkeit ablaufen, die es nicht ohne weiteres 
gestattet, die dabei auftretenden Stufen zu fassen. Die einfache ana- 
lytische Untersuchung der Gesamtumsetzung férdert im giinstigsten 
Falle so minimale Mengen davon zutage, da man nicht zu entscheiden 
vermag, ob es sich um Erzeugnisse der Hauptreaktion oder um sekun- 
dire Produkte handelt. Fir eine erfolgreiche Bearbeitung dieses Gebietes 
stehen mehrere methodische Méglichkeiten zu Gebote. Einmal kann 
man die Umwandlung hypothetischer Zwischenk6érper im Experiment 
verfolgen und durch indirekte Beweisftthrung ihre Beziehung zur 
Gesamtreaktion wahrscheinlich machen. Sodann ist ein Finblick in 
den Chemismus einer biologischen Umsetzung zu. gewinnen, wenn es 
gelingt, den Vorgang von seiner natiirlichen Bahn abzulenken und 
andersartigen Enderzeugnissen zuzuftihren. SchlieBlich wird aber auch 
eine direkte substantielle Isolierung der Zwischenglieder erreicht werden 
durch Verwendung spezifischer Abfangmittel, die die intermediadren 
Produkte fixieren (Newberg, Farber und Reinfurth). 

Der intermediire Chemismus der Kohlehydratverbrennung im 
Tierkérper ist noch vollkommen ungeklirt und, in Abhingigkeit von 
den Ergebnissen dieses Forschungsgebietes, harren noch manche Fragen 


des animalischen Stoff- und Energiewechsels ihrer endgiiltigen Be- 
antwortung. Sichergestellt ist die anaerobe Umwandlung der Kohle- 
hydratverbindungen in Milchsaure ; dieser Befund steht im Mittelpunkte 
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einer umfangreichen und vielseitigen Literatur (Fletscher, Hopkins, 
Hill, Thunberg, Ransom, Embden, Parnas, Stoklasa, Meyerhof, v. Fiirth 
und andere), deren Besprechung nicht in den Rahmen dieser Mitteilung 
gehort. Das weitere Schicksal der Milchsaiure, insbesondere der Weg 
ihres an sich erwiesenen oxydativen Abbaues, ist noch véllig unbekannt. 
Bei der Betrachtung der eigentlichen physiologischen Oxydation der 
Kohlehydrate mu man weiterhin in Erwigung ziehen, dab eine direkte 
Verbrennung des Hexosemolekiils unabhingig von der anoxybiotischen 
Milchsiurebildung denkbar ist. 


Il. 


Vor 114, Jahren konnte ich in einer vorbereitenden Mitteilung!) das 
Auftreten von Acetaldehyd als Umsetzungsprodukt atmender Frosch- 
muskulatur zur Kenntnis bringen®). Mit Hilfe eines der von Neuherg 
und Reinfurth inaugurierten biochemischen Abfangverfahren war es ge- 
lungen, den Acetaldehyd der weiteren Verbrennung zu entziehen und 
in Form des Anhydro-acetaldehyd-bis-dimethyl-cyclohexandions (Aldo- 
medon) substantiell zu fassen. Mit diesem Befunde war zum erstenmal 
der Acetaldehyd als Zwischenprodukt eines umgrenzten tierischen Stoff- 
wechselaktes in Form einer eindeutigen Verbindung festgelegt worden. 
Es ist wohl nicht unberechtigt, den so fixierten Acetaldehyd als eine 
Stufe des Kohlehydratabbaues anzusprechen ; darauf weisen die mannig- 
fachen und analogen, bei Mikroorganismen gewonnenen Ergebnisse hin 
und die oft bestatigte Erfahrung, daB in tiberlebender Muskulatur unter 
den gewahlten Versuchsbedingungen ein lebhafter Kohlehydratumsatz 
stattfindet. 

Die weiteren Untersuchungen sprechen dafiir, daB man mittels 
der Dimedon-Abfangmethode auf einen der Hauptwege der Dissi- 
milation gestoBen war. Zugunsten dieser Anschauung Jat sich nicht 
nur die RegelmiBigkeit der bei verschiedenen Tierspezies erhobenen 
Befunde anfiihren, sondern vor allem auch die neuerdings noch ge- 
steigerte Ausbeute des isolierten Zwischenproduktes. Das Prinzip des 
von C. Neuberg und EF. Reinfurth®) fir die alkoholische Girung aus- 
gearbeiteten biologischen Alfangverfahrens beruht auf der Fixierung 


1) J. Hirsch, diese Zeitschr. 117, 113, 1921. 

2) Anmerk. b. d. Korr. Jiingst hat W. Lipschitz (Pfliigers Archiv 
196, 463, 1922) das Auftreten von Acetaldehyd in der Froschmuskulatur 
bestatigt. Ob seine sehr geringen Mengen im Sinne seiner Theorie (S. 468) 
als Produkte unvollstiindiger Oxydation bei der ,,Acceptoratmung‘ in 
Gegenwart Dinitrobenzol gelten diirfen, bleibt in Hinblick auf die normaler- 
weise feststellbaren Quanten (siehe unten Versuch lc, 8. 420) dahingestellt. 

3) C. Neuberg und EF. Reinfurth, ebendaselbst 106, 281, 1920. 
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des transitorisch auftretenden Acetaldehyds durch je 2 Molekiile 
Dimethylhydroresorcin. Die Geschwindigkeit der von Vorldnder') fiir 
die rein chemische Kondensation angegebenen Reaktion ist im Ver- 
gleich mit der des biochemischen Zuckerzerfalls langsam. Es war 
daher zu erwarten, daB nur ein Bruchteil der tatsichlich durcheilten 
Zwischenstufe aus der physiologischen Reaktionsfolge ausgeschaltet 
werden diirfte. Trotzdem kann bei den in Gegenwart von Dimedon 
vorgenommenen Organversuchen eine greifbare und wagbare Menge 
des Aldehyd-Derivates isoliert werden. 

Die GréBenordnung des im Derivat eingeschlossenen Acetaldehyds 
iibertrifft die bisher im Tierkérper aufgefundenen Quanten um ein 
Vielfaches. Die meisten bisherigen Aldehydnachweise in tierischen 
Geweben und Ausscheidungen sind tiber qualitativ gerade bemerkbare 
Spuren kaum herausgekommen [vgl. Gaube*), de Groot*), Frieber 4), 
Albertonio, Bierry und Portier®) u.a.]; nur Stepp und Feulgen®) konnten 
neuerdings durch anreichernde Destillation aus erheblichen Mengen 
Harns von Diabetikern und Normalen so viel Aldehyd gewinnen, dai 
sie mittels Bereitung des Dimedonderivats zu einer einwandfreien 
Identifizierung des Acetaldehyds gelangten. Immerhin bleiben die 
von Stepp und Feulgen erhaltenen Mengen im Harn vorhandenen Aldehyds 
hinter der durch biochemischen Eingriff erzielten Ausbeute erheblich 
zuriick; auch ist die Herkunft der im Harn vorgefundenen Substanz 
nicht ohne weiteres bestimmbar, da sie als Stoffwechselschlacke vom 
Gesamtorganismus ausgeschieden wird. 

Fiir die Bewertung dieser friiheren Befunde bietet nunmehr die 
Festlegung der Aldehydstufe eine voéllig neue Grundlage. Ebenso 
gewinnt die von Batelli und Stern’) sowie von Parnas ®) in tierischen 
Geweben aufgefundene Aldehydmutase als Ferment eines normaler- 
weise als Zwischenprodukt auftretenden Substrats nicht unwesentlich 
an Bedeutung. Auch das Vorkommen kleiner Mengen Athylalkohols 
im Tierkérper, wie es Hudson Ford®), A. Bechamp"), J. Bechamp"), 


1) D. Vorldnder, Ber. 80, 1801, 1897; Ann. 294, 252, 1897. 
2) Gaube, C. r. soc. biol. 41, 383, 1892. 
3) de Groot, Dissertation Freiburg 1898. 
4) Frieber, Dissertation Tiibingen 1913. 
Bierry und Portier, C. r. 166, 1055, 1918. 
Stepp und Feulgen, H. 114, 301, 1921. 
Batelli und Stern, C. r. de Soc. biol. 68, 742, 1910; diese Zeitschr. 
29, 130, 1910. 
8) J. Parnas, diese Zeitschr. 28, 275, 1910. 
®) Hudson Ford, Journ. of Physiol. 34, 430, 1906. 
10) A. Bechamp, C. r. 61, 374, 1858; 75, 1830, 1872; 76, 836, 1873. 
11) J. Bechamp, C. r. 89, 579, 1879; Ann. de chem. et phys. (5) 19, 
400, 1880. 
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Rajewsky'), Nicloux?), F. Maignon*), Landsberg*), J. Pringsheim®), 
W. Schweissheimer®) u. a. beschrieben haben, wird mit dem physio- 
logischen Geschehen in einen tatsiichlichen Zusammenhang gebracht. 

Das Abfangverfahren greift in den Reaktionsverlauf des Abbaues 
ein, bevor die unspezifischen Endprodukte Kohlensiure und Wasser 
erreicht sind. Damit ist methodisch ein neuer Weg vorgezeichnet, 
um neben anderen Problemen die viel umstrittene Frage der Glykolyse 
einer erneuten Bearbeitung zu unterziehen; so erscheint die glyko- 
lytische Alkoholproduktion, die von Stoklasa’) beschrieben und von 
manchen Seiten angezweifelt wurde, durchaus im Bereiche des Méglichen 
zu liegen. 

Nachdem sich die Verwendbarkeit des Dimedonverfahrens im 
Tierversuch prinzipiell bewahrt hat, soll diese Methode zu weiteren 
Untersuchungen unter den verschiedensten Versuchsbedingungen heran- 
gezogen werden. 


Ill. 

Die Anordnung der vorliegenden Versuche war folgende: Ich 
benutzte die bekannte Fahigkeit iiberlebender Muskulatur, das in ihr 
aufgespeicherte Glykogen abzubauen, indem ich diesen Prozef in 
Gegenwart eines fiir Carbonylgruppen  spezifischen Abfangmittels 
vor sich gehen lieB. Wiahrend die Heranziehung der bei der alkoholischen 
Garung so sehr bewahrten sekundiren Sulfite eine Anreicherung der 
Acetaldehydstufe unter den gewiahlten Versuchsbedingungen nicht 
zustande brachte, war die Verwendung des lipoidléslichen Dimedons 
von Erfolg begleitet. Frisch entnommene Kaltbliitermuskulatur wurde 
zerkleinert und in physiologische Kochsalzlésung eingetragen, die 
auBerdem noch Dimethyvlhydroresorcin gelést enthielt. Die Gewebs- 
suspension wurde bei Zimmertemperatur mehrere Stunden lang mit 
einem Sauerstoff- oder Luftstrom durchgewirbelt. Zur Isolierung 
des gebildeten Aldomedons habe ich mich zweier verschiedener Wege 
bedient. Anfinglich zog ich die lipoidlésliche Verbindung aus der 
abzentrifugierten Muskelmasse mittels absoluten Alkohols aus, engte 
den Extrakt weitgehend ein und brachte durch Eintragen in Wasser 
das darin wenig lésliche Aldomedon zur Abscheidung. Hierbei wurde 
naturgemaB eine bhetriichtliche Menge Fett aus dem Gewebe mitge- 


1) Rajewsky, Pfliigers Arch. 11, 1875. 

2) Nicloux, C. r. 180, 855, 1900. 

3) F. Maignon, ebendaselbst 140, 1063, 1124, 1995. 

4) Landsberg, H. 41, 505, 1904. 

5) J. Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 143, 1908. 

6) W. Schweissheimer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 109, 271, 1913. 

7) J. Stoklasa und F. Czerny, Ber. 86, 4057, 1903; J. Stoklasa, Pfliigers 
Arch. 101, 311; Ber. 38, 664, 1905. 
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schleppt, so daB die ausgefillte Substanz vor der Wagung umkristallisiert 
werden mubte. Manchmal war sogar eine besondere Abtrennung des 
Fettes durch Atherextraktion des in Sodalésung aufgenommenen 
Aldomedons nicht zu umgehen. Spiiter erwies es sich als vorteilhaft, 
den verlustreichen Reinigungsproze8 dadurch zu umgehen, da ich 
die gesamte Muskelsuspension iiber Calciumcarbonat im Wasserdampf- 
strom destillierte, wobei der Aldehyd aus seiner Bindung an Dimedon 
befreit wird und gleichzeitig mit den Wasserdimpfen tibergeht '). 
Aus dem wiisserigen Destillate wird dann der Acetaldehyd durch erneuten 
Zusatz von Dimethylhydroresorcin sofort als reines kristallinisches 
Derivat abgeschieden. 

Den nachfolgenden Versuchsprotokollen sind als Ergebnisse zu 
entnehmen: 

1. Durch anreichernde Destillation laBt sich in den Muskeln von 
Rana esculenta mittels der Rimini schen Farbreaktion Acetaldehyd 
in geringen Mengen nachweisen. Die iiberlebende Muskulatur zeigt 
nach lingerer Durchliiftung keine Erhéhung der ,,priformierten* 
Aldehydmenge, auch nicht in Gegenwart sekundirer Sulfite. Die 
Anwendung des offenbar weniger giftigen Dimedon hatte, wie friher 
(1. c.) mitgeteilt, zu einer nachweisbaren Aldehyd-Anreicherung gefiihrt. 

2. Aus den Umsetzungen iiberlebender Muskulatur der Schleie (Tinca 
vulgaris) und des Karpfen (Cyprinus carpio) lassen sich mit Hilfe des 
Dimedonabfangverfahrens bei einem Ausgangsmaterial von mindestens 
400 bis 500g zerkleinerten Gewebes bis zu 73,5 mg Acetaldehyd isolieren. 
Die Identifizierung des Acetaldehyd-Derivates, das bis zu einer Ausbeute 
von mehr als 0,4¢ erhalten wurde, geschah in einwandfreier Weise 
durch Bestimmung des Schmelzpunktes und Uberfiihrung in das 
Aldomedonanhydrid. Ohne Zusatz eines Abfangmittels sind wagbare 
Mengen von Acetaldehyd nicht nachzuweisen. 

Diese Ergebnisse liefern die experimentelle Begriindung der hypo- 
thetisch wiederholt ausgesprochenen Anschauung, dai der Abbau 
der Kohlenhydrate bzw. Milchsiure im Tierkérper seinen Weg tiber 
die Stufe des Acetaldehyds nimmt. Weitere theoretische Schlul- 
folgerungen, die an diesen Befund ankniipfen kénnten, méchte ich 
vorerst noch zuriickstellen. 


IV. Versuchsprotokolle. 

1. a) Zehn Froschschenkelpaare werden enthiutet und in der 
Fleischmithle zerkleinert. Gewicht der Muskelmasse 70 g. Der Organbrei 
wird in 150 cem einer 0,4 proz. Na,SO,-Lésung, die auferdem ein 
Puffergemisch primaren und sekundiiren Natriumphosphats enthalt, 


1) CO. Neuberg und E. Reinfurth, \. c., 8. 289. 
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eingetragen und 5% Stunden lang bei Zimmertemperatur mit einem 
Sauerstoffstrom geliiftet. Die Muskelaufschwemmung wird sodann 
in einen Destillierkolben iiberfiihrt; zur Ausfallung des Sulfits wird 
mit einer ausreichenden Menge BaCl, versetzt und tiber Calciumcarbonat 
und Bleiacetat !) bei sorgfaltiger Kiihlung destilliert. Die ersten Anteile 
der iibergegangenen Flissigkeit zeigen mit Nitroprussidnatrium und 
Piperidin die fiir Acetaldehyd charakteristische Blaufarbung und réten 
Fuchsin-schweflige Saure. 

b) Durch den Muskelbrei aus zehn Froschschenkelpaaren wird unter 
den gleichen Bedingungen, jedoch ohne Sulfitzusatz, 51, Stunden 
Sauerstoffgas geleitet. Das Destillat dieses Ansatzes gibt gleichfalls 
eine positive Riminische Reaktion und eine Farbung der Fuchsin- 
schwefligen Saure. 

c) Um festzustellen, ob ein Nachweis von Acetaldehyd in der 
frisch entnommenen Muskelzelle méglich ist, werden zehn Frésche 
dekapitiert, die Schenkel mit tunlichster Schnelligkeit prapariert und 
zerkleinert und in 150 cem Wasser suspendiert. Die Destillation tber 
Calciumearbonat und Bleiacetat findet 15 Minuten nach Beginn der 
Operation statt. Das Destillat gibt mit Nitroprussidnatrium und 
Piperidin eine Blaufairbung, deren Intensitat sich von der in Versuch a) 
und b) erhaltenen nicht unterscheidet. 

2. a) Das Muskelfleisch einer frisch getéteten Schleie von 600 g 
Gewicht wird in einer Fleischmiihle zerkleinert und in 1000 ccm einer 
0,9proz. Kochsalzlésung eingetragen, in der vorher 4g Dimethyl- 
hydroresorcin aufgelést worden sind. Das Gemisch wird 5 Stunden 
lang bei Zimmertemperatur von einem Luftstrom durchstrichen. In 
einer groBen Zentrifuge wird das suspendierte Gewebe scharf abge- 
schleudert. Der Bodensatz wird 20 Stunden lang bei 37° mit absolutem 
Alkohol digeriert; der alkoholische Extrakt wird abgenutscht und bei 
40° im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird mit wenig Alkohol 
aufgenommen und in 900 ccm Wasser eingetragen. Es bildet sich 
ein flockiger, schmutzig-gelber Niederschlag. Um das unangegriffene, 
etwa ausgefallene Dimedon wieder in Lésung zu bringen, wird die 
Fliissigkeit 2 Stunden lang in der Maschine geschiittelt. Nach liangerem 
Verweilen im Eisschranke wird der noch fetthaltige Niederschlag ab- 
genutscht und aus heiBem 80 proz. Alkohol umkristallisiert. Es scheiden 
sich sodann schneeweibe Kristalle ab, die nach dem Trocknen 0,1077 g 
wiegen und sich bei 138 bis 139°, dem Schmelzpunkte des Acetaldehyd- 
bis-dimethyl-cyclohexandions (Aldomedon), verfliissigen. Dem Ge- 


1) Der Zusatz von Bleiacetat geschieht, um die eventuell aus dem 
Muskeleiwei8 abgespaltenen Sulfhydrylionen, die mit Nitroprussidnatrium 
und Piperidin unter rétlicher Farbung reagieren, zuriickzuhalten. 
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wicht des rein erhaltenen Aldomedons entspricht eine Aldehydausbeute 
von 15,5 mg. Die Substanz wird mit 1 cem Eisessig 7 Stunden im 
Wasserbade erhitzt, wobei sie vollstandig in Lésung geht. Das Ce- 
misch wird in 10 ccm destillierten Wassers eingetragen und der sich 
bildende kristallinische Niederschlag nach 10 Stunden abgesaugt, mit 
Sodalésung gewaschen und getrocknet. Die weifen glinzenden Blattchen 
schmelzen bei 172 bis 173° und stellen somit das Anhydrid der Acet- 
aldehyd-Dimedonverbindung dar!). 

b) 675 g zerkleinerte Muskulatur einer Schleie, die mehrere Stunden 
vor der Priiparation spontan gestorben ist, werden in 1 Liter 0,9proz. 
NaCl-Lésung, in die 4g Dimedon eingetragen sind, suspendiert. Die 
Bedingungen des Versuches und der Aufarbeitung sind dieselben wie 
im vorhergehenden Ansatz, doch kann Aldomedon nicht isoliert werden. 

3. 435 ¢ lebensfrische Muskelsubstanz einer Schleie werden in 
1 Liter physiologischer Kochsalzlésung mit einem Dimedongehalt von 
4g aufgeschwemmt und 3 Stunden lang bei Zimmertemperatur durch- 
luftet. Die in der Zentrifuge abgeschleuderte Gewebsmasse wird bei 
37° mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkohol wird im Faust- 
Heimschen Apparat verjagt und der Riickstand mit Ather griindlich 
ausgezogen. Die atherische Lésung wird 1 Stunde lang mit einer 
l5proz. Na,CO,-Lésung ausgeschittelt; die alkalische Fliissigkeit 
wird sodann zur Entfernung des fein emulgierten Fettes zweimal mit 
frischem Ather im Scheidetrichter extrahiert. Nach Verjagen des 
gelosten Athers wird mit HCl angesiiuert, wobei sich ein flockiger Nieder- 
schlag absetzt, der nach 15 Stunden abzentrifugiert und im Exsikkator 
iiber Schwefelsiure getrocknet wird. Rohausbeute an unreiner Sub- 
stanz etwa 0,3g. Eine kleine Probe dieser schmutzig-gelben, 
bréckligen Masse wird im Wasserdampfstrom destilliert. Das Uber- 
gehende zeigt sofort mit Nitroprussidnatrium und Piperidin eine tief- 
blaue Fairbung. Dieser positive Ausfall der Reaktion beruht auf dem 
schon von Newberg und Reinfurth festgestellten dissoziativen Zerfall 
des Aldehydkondensationsproduktes unter den Bedingungen der Wasser- 
dampfdestillation; hierdurch ist die methodisch wertvolle Méglichkeit 
gegeben, unter Umgehung umstindlicher Reinigungsprozeduren den 
abgefangenen Aldehyd auf einfachstem Wege zu fassen (s. Versuch 4). 

Auch die Hauptmenge des isolierten Materials wird nunmehr der 
Destillation im Wasserdampf unterworfen und auf 85 ccm Destillat 
gebracht. Leider trat hierbei infolge Kolbensprungs ein wesentlicher 
Substanzverlust ein, so dafs die erhaltenen Ausbeuten quantitativ 
nicht auszuwerten waren. Zur Identifizierung des iibergegangenen 
Aldehyds werden in das Destillat, das eine positive Nitroprussid- 


1) Vel. die Dissertationen von H. Volicholz und C. Jhle, Halle 1902. 
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natrium-Reaktion gab, O,3¢ Dimedon eingetragen und durch 
maschinelles Schiitteln zur Lésung gebracht. Nach 20 Stunden ist 
ein weiber kristallinischer Niederschlag ausgefallen, der nach dem 
Trocknen bei 137 bis 138° schmilzt. Dureh die oben (Versuch 2a) 
beschriebene Behandlung mit Eisessig vollizieht sich glatt die Um- 
wandlung in das Anhydrid des Aldomedons. Es werden weife Kristall- 
blattchen mit dem Schmelzpunkt 172 bis 173° erhalten. 

4. Im folgenden wird ermittelt, bis zu welchem Umfang sich die 
Aufspaltung des Acetaldehydderivats durch Wasserdampfdestillation 
vollzieht und inwieweit der Acetaldehyd unter verschiedenen Be- 
dingungen wiederzugewinnen ist. Es werden abgewogene Mengen 
eines priiparativ dargestellten Aldomedons der Destillation unterworfen 
und der iibergegangene Acetaldehvd durch erneute Bereitung des 
Dimedonderivates gravimetrisch bestimmt: 

a) 0,389 g in 150 cem destilliertes Wasser eingetragen und iiber- 

getrieben. Wiedergewonnen 0,352 g = 90,4. 

b) 0,443 g¢ in 150 ccm destilliertes Wasser eingetragen und iiber 
5g Calciumcarbonat abdestilliert. Wiedergewonnen 0,395 ¢ 

$8.7 %.. 

c) 0,381 ¢ in eine Aufschwemmung von Fleischpulver in 600 cem 
Wasser suspendiert und unter Zugabe von CaCO, destilliert. 
Wiedergewonnen 0,3488 g = 91,5%. 

Die Ausbeuten betragen durchschnittlich 90°, des Ausgangs- 
materials; somit liefert die dissociative Abtrennung des Acetaldehyds 
durch Dampfdestillation durchaus brauchbare Werte. 

5. 455 g feingemahlene Muskulatur einer frisch getéteten Schleie 
werden in 900 ccm einer physiologischen Kochsalzlésung mit einem 
Dimedonzusatz von 4g 3 Stunden lang bei Zimmertemperatur unter 
starker Durchliiftung gehalten. Die Gewebssuspension wird sodann 
in einen groBen Claisenkolben iiberfiihrt und unter Zugabe von 20 ¢ 
CaCO, im Dampfstrom destilliert, bis 400 ccm iibergegangen sind. 
Das Destillat gibt eine stark positive Nitroprussid-Probe. In 340 cem 
Destillat werden 0,8 g Dimedon gelést; iiber Nacht fallt ein weiber 
kristallinischer Niederschlag aus, der abgenutscht und iiber H,SO, 
im Vakuum getrocknet wird. Die Ausbeute an fast reinen, bei 137 bis 
138° schmelzenden Kristallen betriigt 0,4077 g. Aus 80proz. Methyl- 
alkohol umkristallisiert, schmilzt das Priiparat bei 138 bis 139°. 

Beriicksichtigt man bei Ermittlung der Ausbeute den Léslichkeits- 
faktor des Aldomedons fiir Wasser'), so ergibt sich fiir 340 cem Destillat 
0.4346 g des Aldehydderivates. Dieser Menge entsprechen 62,5 mg 


1) 100 cem der bei 19° gesittigten Lésung enthalten 0,0079 g Acet- 
aldehydverbindung; s. C. Jhle, |. ce. 











irch 


ist 
lem 
2a) 
Y 
Jm- 
-all- 


die 
ion 
Be- 
gen 
fen 
des 


eT - 


ber 


cm 


ig 








Acetaldehyd im intermediaren Stoffwechsel usw. 423 


Acetaldehyd. Im Gesamtdestillat von 400 ccm aus dem mit 455 g 
frischer Muskeisubstanz durchgefiihrten Ansatz sind also 73,5 mg 
Acetaldehyd enthalten. 

6. a) 500g zerkleinerte Karpfenmuskulatur werden in 1000 cem 
0,9proz. Kochsalzlésung, in der 4g Dimedon gelést sind, eingetragen 
und 6 Stunden lang bei Zimmertemperatur mit einem kriaftigen Luft- 


strom durchgewirbelt. Die Muskelaufschwemmung wird sodann tiber 


Calciumcarbonat im Wasserdampfstrom destilliert. Es werden 480 ccm 
Destillat aufgefangen, das mit Nitroprussidnatrium und Piperidin eine 
kraftige Blaufairbung zeigt. 450 ccm davon werden mit einer gesattigten 
Dimedonlésung iiber Nacht stehen gelassen. Es fallt ein schneeweiber 
kristallinischer Niederschlag aus, der abgesaugt und getrocknet wird. 
Schmelzpunkt 137°. Ausbeute an hinlinglich reiner Substanz (ein- 
schlieBlich der Léslichkeitskorrektur) 0,1709 g = 24,6 mg Acetaldehyd 
Das Gesamtdestillat von 480 ccm enthalt somit 26,2 mg der abge- 
fangenen Zwischenstufe. 

b) 500 g derselben Karpfenmuskulatur werden in L000 ccm physio- 
logischer NaCl-Lésung ohne Zusatz des Abfangmittels suspendiert und 
in gleicher Weise geliiftet und aufgearbeitet. Das erhaltene Destillat 
von 220cem zeigt einen negativen Ausfall der Riminischen Probe. 
Greifbare Mengen von Acetaldehyd sind also nur vorhanden, wenn die 
Umsetzung in Gegenwart eines Abfangmittels stattfindet. 


Fiir die Ausfiihrung der vorstehend beschriebenen Versuche standen 
mir Mittel zur Verfiigung, fiir deren Bewilligung ich der Notgemeinschaft 
der deutschen Wissenschaft zu besonderem Dank verpflichtet bin. 
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Uber die Umwandlung tertiirer «-Aminosiuren durch Hefe. 
Ein Beitrag zur Lehre vom biochemischen Abbau der Aminosiuren. 


Von 
K. Kurono. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 9. August 1922.) 


AuBer der alkoholischen Girung des Zuckers, die — wie wir jetzt 
wissen — je nach den Bedingungen verschiedene Formen annehmen 


kann!), kennt man auch eine alkoholische Girung der Aminosiuren. 
Wahrend die Hefezelle eine Spaltung der Kohlehydrate fiir sich herbei- 
fiihrt, scheint die alkoholische Garung der Aminosiiuren zu den so- 
genannten gekoppelten Prozessen zu gehéren, wenigstens in ihrer ersten 
Phase, der Desaminierung. Die Aminosaurezerlegung durch Hefe, 
deren bedeutsame Auffindung man F’. Ehrlich®) verdankt, erfolgt nimlich 
nur bei gleichzeitig ablaufender, durch lebende Hefezellen bewirkter 
Vergirung von Zucker. Bei zellfreier Girung gelingt die Umwandlung 
der Aminosiuren nicht?)*), und man hat daraus die Folgerung gezogen, 
da letztere mit dem Betriebs- und Energiestoffwechsel der Hefezelle 
zusammenhiangt, indem aus Zucker zusammen mit dem aus der Amino- 
siure abgespaltenen Ammoniak‘) Plasma erzeugt wird. Bei zellfreier 
Garung findet jedoch keine Eiweifneubildung statt; die Desaminierung 
von Aminosiuren sowie iiberhaupt jede Spaltung derselben unterbleibt. 
Die einfachen «-Amino-mono-carbonsiuren werden bei gleichzeitiger 
Vergirung von viel Zucker durch Kulturhefen im Sinne folgender 
Gleichung abgebaut: 


R.CHNH,.CO,H + H,O = NH, + CO, + R.CH,OH. 
Als Zwischenprodukt betrachtet Ehrlich die entsprechende Oxysiaure 


1) C. Neuberg, E. Farber, E. Reinfurth und J. Hirsch, diese Zeitschr. 
1916 bis 1922. 

2) F. Ehrlich, ebendaselbst 2, 52, 1906. 

3) EH. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. 39, 3201, 1906; H. Pringsheim, 
ebendaselbst 39, 3713, 1906; F. Ehrlich, 39, 4072, 1906. 

4) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 477, 1911. 
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R.CHOH.CO,H oder das Amin R.CH,NH,. Geht man von race- 
mischen o-Aminosiiuren aus, so wird oftmals, jedoch nicht immer, 
nur eine Komponente angegriffen und es bleibt deren Antipode 
ibrig. 

Sodann zeigten O. Neubauer und K. Fromherz'), daB die den sekun- 
daren o-Aminosiiuren entsprechenden a@-Ketosiuren, einer garenden 
Zuckerlésung zugemischt, mit frischen Hefezellen dieselben Produkte 
liefern wie die zugehérigen «-Aminosiiuren. Die Autoren schlossen daraus, 
da der Weg des Aminosiiurenabbaues obligatorisch iiber die a-Keto- 
siuren fiihrt, und stellten dafiir folgendes Schema auf: 

NH, 
OH, 
R.CO.CO,H ~©%+ R.COH => R.CH,OH. 


—NH 
> 


R.CH(NH,).CO,H 72+ RC: .CO,H 


Weiter haben Newberg und seine Mitarbeiter in ihren Arbeiten iiber 
die ,,zuckerfreien Gairungen* dargetan, da auch ohne Zusatz von 
Zucker, mit lebender Hefe wie mit leblosen Hefezubereitungen, die 
w-Ketosiuren durch das Ferment Carboxylase unter Kohlensiure- 
abgabe gespalten werden und einen niederen Aldehyd liefern; er kann 
dann infolge sekundirer Umwandlungen in den gleichen Alkohol 
iibergehen, der bei der Vergiirung der a-Aminosiiuren in gezuckerter 
Lésung durch frische Hefen entsteht. Neuberg zeigte mit Peterson 
und Ringer, daB — abgesehen von der Desaminierung — simtliche 
Umwandlungen, die bei der alkoholischen Girung der Aminosiuren 
eine Rolle spielen, rein fermentativ verwirklicht werden kénnen. 
So lieferte eine a-Ketocapronsiure (Methyl - ithyl - brenztraubensiure) 
denselben d-Amylalkohol?) wie das Isoleucin, und die «-Ketoglutarsiure 
ging genau wie die Glutaminsaure auch bei zellfreier Garung in Bernstein- 
siure iiber*). Somit scheint eine Reihe von Beweisen fiir die Richtigkeit 
der Anschauung von Neubauer und Fromherz vorhanden zu sein. Allerdings 
machte Neuberg schon im Jahre 1913 darauf aufmerksam‘), dal der 
Abbauweg iiber die Ketosiuren nicht zwangsliiufig fiir die Aminosiuren 
zu sein brauche, sondern da’ auch andere Méglichkeiten bestehen. 
Um beispielsweise aktiven Amylalkohol mit Hilfe von Hefe zu ge- 
winnen, ist weder die Vergiirung von Isoleucin + Zucker mit frischer 
Hefe nétig, noch braucht man die zugehérige «-Ketocapronsiiure mit 
frischer Hefe oder zellfreiem Saft, sei es bei Gegenwart oder in Ab- 
wesenheit von Zucker zu vergiiren, sondern man vermag auch einfach 


rent 
~ 


Neubauer und K. t'romherz, H. 70, 326, 1911. 

. Neuberg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 32, 1914. 

. Neuberg und M. Ringer, diese Zeitschr. 71, 226, 1916. 

. Neuberg, Die Girungsvorginge und der Zuckerumsatz der Zelle, 
S. 33. Jena 1913. 
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von dem entsprechenden Valeraldehyd (Methyl-aithyl-acetaldehyd) aus 
durch phytochemische Reduktion zum drehenden Amylalkohol zu ge- 
langen'). Diese ,,phytochemische Reduzierbarkeit* erstreckt sich nun 
nicht nur auf die Aldehyde, sondern ist auch bei Ketonen durchfiihrbar?) ; 
Ketone kénnen aber nicht als Spaltungsprodukte der sekunddren a-Amino- 
siuren auftreten, einerlei, welches Schema man zugrunde legt, sei es 
das nach Ehrlich, sei es das nach Neubauer und Fromherz. 

Daher mu das Verhalten lertidrer®) «-Aminosdéuren vom Typus 
> 
Row H,)CO,H, sofern sie in sekundire Alkohole (R—CHOH—R,) 
iibergehen, eine Entscheidung der Frage erméglichen, ob die Umwand- 
lung iiber die g-Ketosiuren den unbedingten Abbauweg darstellt. 

Mittels Hefe hat vor 14 Jahren Fhrlich*) aus dem d, ]-Isovalin 
die l-Form erhalten, aber den Nachweis des etwa entstandenen optisch 
aktiven Butylalkohols aus Mangel an Material nicht gefiihrt. Es ist 
nun denkbar, da die Hefe mangels geeigneter anderer Nahrung auf 
Kosten der tertiiiren Aminosiiure wiichst — ahnlich wie Mikroorganismen 
auf Kosten von Alkaloiden oder anderer Stickstoffverbindungen®) es 
tun —, ohne da dabei der naichst niedere Alkohol entsteht. Sie kénnte 
dabei genau so wirken wie andere Pilze auf stickstofffreie Siuren 
(Pasteur) oder Alkohole (Le Bel) und durch Verzehrung der einen Hilfte 
einen optischen Antipoden des Ausgangsmaterials iibrig lassen. Erst 
die Isolierung des aus ihr entstandenen sekundiren Alkohols gibt 
den Beweis, da} eine wahre alkoholische Garung von tertiiren Amino- 
siuren mdéglich ist. Damit ware aber die Anschauung von Neubauer 
und Fromherz nicht mehr als unbedingt allein berechtigt anzuerkennen. 

Zur Priifung dieser Frage habe ich mich der Methyl-propyl-amino- 

rd : 

essigsdure, ascot (iiber deren Darstellung s. folgende Mit- 
teilung), bedient, und ich habe durch Vergirung der Racemform dieser 
Aminoséure nicht nur ihre aktive Komponente, sondern auch den 
zugehorigen sekundairen Amylalkohol erhalten. Hier ist der Weg iiber 
eine o&-Ketosiure ausgeschlossen. Denn die intermediire Oxydation 
der tertiiren Aminosiure kann nur ein Keton ergeben. Tatsichlich 
liefert das Methyl-propyl-keton bei der phytochemischen Reduktion®) 


1) C. Neuberg und M. Ringer, diese Zeitschr. 90, 388, 1918. 

*) C. Neuberg und A. Levite, ebendaselbst 91, 257, 1918; C. Neuberg 
und F. F. Nord, Ber. 52, 2237 und 2248, 1919. 

3) Nomenklatur nach F. Tiemann, Ber. 14, 1985, 1881. 

*) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 8, 438, 1908. 

5) J. Behrens, Zeitschr. f. Pflanzenkrankh. 8, 82, 1893; Landw. Ver- 
suchsstationen 48, 293, 1893; Ch. C. 1901, I, 406; F. Czapek, Beitr. z. 
chem. Physiol. u. Pathol. 8, 58, 1902; F. Ehrlich, diese Zeitschr. 79, 152, 1917. 

8) C. Newberg und F. F. Nord, |. ec. 
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ebenfalls einen Amylalkohol, das Methyl-n-propyl-carbinol. Es liegt 
daher nahe, anzunehmen, da®B die Umwandlung der rechtsdrehenden 
Form des neuen Leucinisomeren nach folgendem Schema verliuft: 


ee CHW, 
CH,.CH,.CH,> © (S Ha)-CO2H > on CH,cH, >“? 
NH,, CO, #+ CH: CHOH., 


CH,.CH,.CH, 


Damit soll aber nicht behauptet werden, dai der Wey iiber die 
tertiire Oxysiiure und deren Decarboxylierung bzw. iiber das Amin 
vollig von der Hand zu weisen ist. 


Experimenteller Teil. 


1. Die Angabe Ebhrlichs, dai Isovalin von Hefe angegriffen wird, 
habe ich zu meiner Orientierung zuniichst nachgepriift und kann sie durch- 
aus bestiitigen. 

«) Zur Darstellung des Isovalins habe ich eine etwas bequemere Methode 
angewandt, als friiher benutzt war; ich arbeitete nach dem allgemeinen 
Verfahren von WI. Gulewitsch und Th. Wasmus') bzw. N. Zelinsky und 
G. Stadnikoff?). 

24,5 g Methylathylketon, 18g Ammoniumchlorid und 22g Kalium- 
eyanid wurden in 100 cem Wasser und ebensoviel absolutem Alkohol gelost 
und 5 Stunden lang in Mineralwasserflaschen auf 50 bis 60° erwiirmt. Die 
Fliissigkeit wurde mit dem gleichen Volumen rauchender Salzsiéiure versetzt 
und unter Ejiskiihhing mit Chlorwasserstoffgas gesittigt. Nachdem das 
Gemisch iiber Nacht sich selbst iiberlassen war, wurde es mit demselben 
Volumen Wasser verdiinnt und 2 Stunden unter Riickflu®B gekocht. Dann 
wurde auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft und aus dem Riickstand 
mit absolutem Alkohol das salzsaure Salz der Aminosiiure extrahiert. 
Durch Abdampfen wurde der Auszug vom Alkohol befreit, der Riickstand 
sodann in Wasser gelést und durch Schiitteln mit Silberoxyd in die freie 
Aminosaure tibergefiihrt. Aus dem klaren Filtrat der Silberverbindungen 
wurde durch Schwefelwasserstoff in Losung befindliches Metall gefallt 
und die Fliissigkeit nach nochmaligem Filtrieren bis zur Kristallisation ein- 
geengt. Die Ausbeute an umkristallisiertem, véllig reinem Isovalin betrug 
12g. Es schmolz im geschlossenen Kapillarrohr bei 305°. 

Zur Charakterisierung des Isovalins wurde seine Verbindung mit 
«-Naphthylisocyanat nach der Methode von Neuberg und Manasse dar- 
gestellt. 

Zu 1g Isovalin in 60 cem Wasser und 10cem n-KOH wurden 2g 
«-Naphthylisocyanat gegeben und durch starkes Schiitteln zur Umsetzung 
gebracht. Nach einstiindigem Stehen wurde von etwas Di-naphthylharnstoff 
getrennt und gut mit Wasser nachgewaschen. Das klare Filtrat wurde mit 
Salzsiture angesiuert und der sich dabei abscheidende Niederschlag nach 
2 Stunden gesammelt. Nach dem Umkristallisieren aus verdiinntern Alkohol 
bildete das «-Naphthyl-isocvanat-isovalin, COOH.C(CH,) (C,H,;).NH 


1) WI. Gulewitsch und Th. Wasmus, Ber. 39, LIS!, 1906. 
2) N. Zelinsky und G. Stadnikoff, Ber. 89, 1722, 1906. 
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.CO.NHC,,H-;, weiBe kleine Nadeln. Sie schmolzen im offenen Rohr 
scharf bei 190°. Zur Analyse wurde im Vakuum bei 100° getrocknet: 
0,1229 g Substanz: 0,3025 py CO,, 0,0703 g H,O. 
4,26mg Substanz: 0,356 cem N (13°, 759 mm). 
C1eH,,N.O,: Ber. 67,13% C, 6,29% H, 9.79% N; 
gef. 67,12% C, 6,35% H, 9,96% N. 


Bb) Die Vergdrung des Isovalins. Die Garung wurde unter Einhaltung 
der Ehrlichschen Vorschrift durchgefuhrt. 10g Isovalin, 300g Zucker 
und 150g Hefe (Rasse XII) in 2250 cem Wasser wurden 2 Tage lang hei 
Zimmertemperatur der Girung tiberlassen. Als nach dieser Zeit kein Zucker 
mehr nachzuweisen war, wurde von den Zellen getrennt, das klare Filtrat 
mit Ammoniak neutralisiert und dann im Vakuum bei 40° unter standigem 
Kinleiten eines schwachen Stromes von Ammoniakgas bis auf etwa 100 cem 
konzentriert. Nun wurde zuniichst die braungelbe Lésung mit Tierkohle 
entfarbt und darauf weiter im Vakuum bis zum diinnen Sirup eingeengt. 
Beim Abkihlen kristallisierte zuniichst racemisches Isovalin vom Schmelz- 
punkt 305° in einer Menge von 2,5 g aus. Aus dem Filtrat der inaktiven 
Aminosiiure konnte durch Zusatz der zehnfachen Menge absoluten Alkohols 
eine gallertige Verunreinigung entfernt werden. Wenn man_hierauf 
den Alkohol im Vakuum verjagte, gelang es, nach Anreiben und langeren: 
Stehen im Eisschrank eine zweite Kristallfraktion zu erhalten, die sich als 
aktives Isovalin erwies. Nach dem Umbkristallisieren aus wenig Wasser 
sechmolz es im geschlossenen RGéhrchen bei etwa 300°. Die Ausbeute betrug 
0,3g. Die Drehung in wiisseriger Losung war: 


[«]p = —7,79° 
(c = 2,310, 7 = 2, « = —0,36°). 
Ehrlich fand [«]7) = — 9,10°. 


Zur Analyse wurde das aktive Isovalin in sein Cu-Salz tibergefihrt, 
das kleine tiefblaue Kristalle bildet, die in Wasser und Alkohol schr leicht 
loslich sind. Die Analyse der im Hochvakuum bei 1]0° getrockneten Ver- 
bindung ergab folgende Werte: 

0,2546 g Substanz lieferten 0,0684 g CuO. 

(C;H,)NO,),Cu: Ber. 26,92% CuO; gef. 26,86% CuO. 

2. Die eigentlichen Untersuchungen fiir die vorerwihnte Aufgabe 
habe ich mit der Methyl-n-propyl-o-amino-essigsdure ausgefiihrt. Tat- 
sichlich wird diese tertiire Aminosiiure von Hefe angegriffen, und ich 
konnte zeigen, daB sie einer typischen alkoholischen Spaltung unterliegt. 
Die Isolierung des Methyl-propyl-carbinols neben den groBen Mengen 
gleichzeitig entstehenden Weingeistes bereitet Schwierigkeiten, auch 
die Abtrennung der aktiven Aminosiure ist nicht leicht; ich verfuhr 
folgendermafen : 

y) 10g d, l-Methyl-n-propyl-«-amino-essigsiiure, 300g Zucker und 
150g Hefe (Rasse XII) in 2250 ccm Wasser wurden 2 Tage lang bei 
Zimmertemperatur (20 bis 25°) in Giarung belassen; in dieser Zeit 
verschwand der Zucker. Nun wurde filtriert und die klare, mit Ammo- 
niak neutralisierte Lésung dann im Vakuum bei 35 bis 40° unter stan- 
digem Einleiten von Ammoniakgas bis auf etwa 100 cem konzentriert. 
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Nach Entfairbung der gelblichbraunen Lésung mit Tierkohle und 
weiterer Konzentration in vacuo bis zum diinnen Sirup kristallisierte 
beim Abkiihlen und Aufbewahren zunichst racemische Methyl-propyl- 
o-amino-essigsiiure vom Schmelzpunkt 295° aus, und zwar in einer 
Menge von etwa 2 g. Aus dem Filtrat der inaktiven Aminosiure schieden 
sich auf Zugabe der zehnfachen Menge absoluten Alkohols kolloidale 
Beimengungen aus. Sobald der Alkohol im Vakuum wieder abgetrieben 
war, entstand nach Anreiben und lingerem Verweilen im Eisschrank 
eine erneute Kristallfraktion, und zwar von aktiver Methyl-propyl- 
amino-essiysdure. Die so gewonnene livogyre Verbindung, die wohl 
kaum frei vom Racemkérper ist (s. 8S. 430 beim zugehérigen Carbinol), 
unterscheidet sich im Aussehen und Léslichkeit nicht merklich von 
diesem. Nach dem Umkristallisieren aus wenig Wasser schmolz sie im 
geschlossenen Réhrchen gegen 300°. (Im offenen Rohrchen trat etwa 
bei 300° Zersetzung ein.) Ausbeute 0,5 g. Drehung in wisseriger 
Lésung: [ap — 8,37° (c = 4,180, 1 = 2, @ 0,70°). 
Analyse: 0,1361 g Substanz gaben 0,2706 2 CO,, 0,1215 g H,O. 
0,1380 g Substanz gaben 12,15 cem N (12°, 759 mm). 
CyH,,NO,: Ber. 54,91% C, 9,99% H, 10,68% N; 
gef. 54,23% C, 9,92% H, 10,48% N. 

Aus der Mutterlauge konnte durch Lésen in wenig absolutem 
Alkohol und Zufiigen von Ather nach 2 Wochen langer Auf- 
bewahrung im Eisschrank noch etwa 0,1 g aktive Aminosiure isoliert 
werden. 

0) Fir die Gewinnung des zu erwartenden Methyl-propyl-carbinols 
wurde ein Ansatz mit groBen Mengen, und zwar mit 0,15 kg Amino- 
siure, 5 kg Saccharose sowie 0,5 kg Hefe (Rasse XII) in 37 Liter Wasser 
vorgenommen. Als nach 2 Tagen kein Zucker mehr vorhanden war, 
wurde von der Hefe abfiltriert und die klare Fliissigkeit dann aus 
einem groben Kupfergefi} auf freier Flamme destilliert. Nachdem 
drei Viertel des Inhalts iibergetrieben waren. wurde die Destillation 
unterbrochen. Der im Kessel verbliebene Riickstand wurde zur Ge- 
winnung der aktiven und unverirderten Aminosiiure verwendet 
(s. 8.432). Um die alkoholischen Produkte anzureichern, wurden die 
Destillate wiederholt auf zwei Drittel ihres jeweiligen Volumens gebracht 
Als das Destillat schlieBlich nur noch 3 Liter betrug!), wurde es mit 
Kaliumcarbonat nahezu gesiittigt, wodurch sich 750 ccm wisserige 
Schicht?) abschieden. Die alkoholische Schicht wurde in eine trockene 


1) Die in der Destillierblase verbliebenen Riickstiinde wurden stets 
dreimal mit Ather ausgeschiittelt; die vereinigten Atherausziige wurden 
(s. weiter unten) ebenfalls auf Methyl-propyvl-carbinol verarbeitet. 

2) Die abgetrennte Wasserschicht wurde erschOpfend mit Ather ex- 
trahiert. 
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Flasche abgegossen und nach Zusatz von wasserfreiem Natriumsulfat 
eine Nacht zum Trocknen stehen gelassen. Dann wurde filtriert, mit 
absolutem Ather nachgewaschen und an einem 6-Kugel-Birektifikator 
fraktioniert. Nachdem der Siedepunkt von 80° erreicht worden war, 
wurde die Destillation unterbrochen. Der hellbraune dickfliissige 
tiickstand machte ungefahr 100 ccm aus und roch kraftig amyl- 
alkoholartig. 

Die erwiihnten beiden Atherextrakte wurden gemischt und an 
einem 8-Kugel-Birektifikator fraktioniert. Nachdem ein grober Teil 
Ather bereits entwichen war, ging noch etwas Athylalkohol iiber. Als 
der Siedepunkt 80° betrug, wurde die Destillation eingestellt. Der 
hellgelbe 6lige Riickstand belief sich auf 30ccm und roch ebenfalls 
ihnlich wie Fuseldl. 

Die beiden das Methyl-propyl-carbinol enthaltenden Portionen 
wurden in einer 300-cem-Flasche abermals scharf iiber entwiissertem 
Glaubersalz getrocknet; nach 24 Stunden wurde filtriert und mit abso- 
lutem Ather gewaschen. Dieses klare Filtrat wurde wieder mit einem 
2-Kugel-Birektifikator auf dem Wasserbade fraktioniert. Bis zum Siede- 
punkt von 84° gingen reichlich Ather sowie Athylalkohol iiber. Darauf fiel 
plétzlich das Thermometer. Der Riickstand, nunmehr 30 cem, wurde 
mittels wasserfreiem Kupfersulfat energisch entwiissert, filtriert und 
nach dem Auswaschen des CuSO, mit absolutem Ather der Destillation 
am 2-Kugel-Birektifikator unterworfen. Das Residuum mai rund 
25 ccm. 

Nun wurde das vollkommen getrocknete Rohprodukt aus einem 
Destillierkolben von 50 cem Inhalt im Olbade fraktioniert. Das Er- 
gebnis war folgendes: 





Fraktion Temperatur Ubergegangene Menge 
0C com 
1 80—119 10 
2 120— 124 11 
3 125— 140 2 


Die erste Fraktion enthielt noch viel Athylalkohol, roch jedoch 
stark fuselig. Die zweite Fraktion roch Aahnlich gewéhnlichem 
Amylalkohol. Die dritte Fraktion, in der sich wohl auch die winzigen, 
bei jeder Hefegirung auftretenden Mengen gewohnlichen ,,Amyl- 
alkohols** befanden, roch ebenfalls amylalkoholartig, hatte aber da- 
neben noch einen anderen Geruch; sie reduzierte Ostsche Kupferlésung. 

Die zweite Fraktion, scheinbar das reine Methyl-propyl-carbinol, 
wurde fiir die Bestimmung der optischen Drehung benutzt. Es ergab 
sich: {uj — 1,09° 

(a = —1,00°, J = 1, c = 100). 
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Derselbe Anteil wurde nochmals im Olbade fraktioniert 





Ubc rdestilliertes 


Fraktion Sedepunkt Quantum 
Cc com 
oS unter 118 2.0 
| are 118—122 4.5 
re) db ent 123—130 3,2 
G@ ,s «« 131-—140 O5 


Die beiden ersten Anteile wurden polarisiert. 
. . 20 

Fraktion a: [a]p 100°. 
20 

»: Lalp 1,2)°. 


Da die Drehungswerte sehr ‘ihnlich sind, habe ich beide Fraktionen 


Fraktion 


vereinigt und dann wieder destilliert, aber ohne wesentliche Anderungen 
zu erzielen. Die miabige Drehung') des Carbinols spricht dafiir, dal 
es viel inaktiven Alkohol enthalt, d. h., daB die tertiaére Aminosi ure 
gleich manchen sekundiren Aminosauren (fF. 2hrlich, G. Bertrand) auch 
symmetrisch angegriffen wird. 

0,1500 g Substanz gaben 0,3735 » CO,, 0,1840g H,O. 

C,H,,0: Ber. C = 68,11%, H 13,63 %; 

gef. C = 67,99%, H = 13,63 %, 

Da die Analyse keine Entscheidung dariiber zuliBbt, ob dem 
Carbinol gewohnlicher, aus Hefematerial hervorgegangener , Girungs- 
amylalkohol** beigemischt ist, und da auch die Siedepunkte der hier 
in Betracht zu ziehenden Amylalkohole keine sehr groBen Differenzen 
aufweisen, so wurde eine Probe der Hauptfraktion der Bichromat- 
oxydation unterworfen. Da #-Oxypentan muBte dabei das ent- 
sprechende Keton, Methyl-propyl-keton, liefern, dagegen der natiirliche 
Amylalkohol in ,,Valeraldehyd* iibergehen. Bei der iihlichen Aus- 
fiihrung der Reaktion und Aufarbeitung wurde eine ketonisch riechende 
Flissigkeit erhalten, die bei 100 bis 102° sott, also 10° hoéher als 
der isomere Aldehyd (vom Kp. 91 bis 92°). 

Scharfer noch sind die Unterschiede im chemischen Verhalten. 
Im Gegensatz zu einer Probe von Valeraldehyd nahm das gewonnene 
Keton keine Farbung mit Fuchsin-schwefliger Siure an, selbst nicht 
bei 20stiindiger Aufbewahrung des Gemisches im_ verschlossenen 
GefiB; dagegen trat aufs deutlichste die Brom-nitroso-Reaktion nach 
Piloty-Stock”) ein, die fiir Ketone charakteristisch ist und die, wie 
ich mich iiberzeugt habe, mit ,,Valeraldehyd* negativ ausfillt*). 


’ 


1) Vel. R. H. Pickard und J. Kenyon, Journ. Chem. Soe. 99, 45, L911. 

2) O. Piloty u. A. Stock, Ber. 35, 3093, 1902. 

3) Ob urspriinglich nicht Spuren des isomeren Giairungsamylalkohols 
vorhanden sind, laBt sich nicht entscheiden; denn kleine Mengen korre- 
spondierenden Aldehyds kénnten durch die Chromsiiure weiter oxydiert sein. 
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SchlieBlich habe ich das p-Nitrophenylhydrazon dargestellt. Das- 
selbe scheint nicht. beschrieben zu sein; es entsteht aus den Kom- 
ponenten in verdiinnt essigsaurer-alkoholischer Lésung, bildet gelbe 
Nadelchen und verfliissigt sich gegen 112° (einmal umkristallisiert). 
Der Schmelzpunkt wurde durch Beimengung von p-Nitrophenyl- 
hydrazon aus reinem Methyl-propyl-keton nicht herabgedriickt. 

0,1389 g Substanz: 22,7 cem N (18°, 762mm). 

C,,H,,N,0,: Ber. N = 19,00%; gef. N = 18,98 %. 

Die genannte Fraktion | enthielt noch viel Athylalkonhol, aber roch, wie 
schon erwihnt. betrachtlich nach Fuselél. Die Drehung im 2-dm-Rohr 
war = 0,14°; dies laBt darauf schlieBen, daB ungefihr 12% aktives 
Carbinol in Lésung enthalten waren. 


&) Derivat des aktiven Methyl-n-propyl-carbinols. 

Die «-Naphthyl-urethanverbindung des Methyl-n-propyl-carbinols 
wurde nach der Methode von Neubery und Kansky) hergestellt. 

1g Carbinol und 1,7 g «-Naphthyl-isocvanat wurden in einem 
ganz trockenen Reagenzglas abgewogen und nach Aufsetzen eines 
Steigrohrs schwach erwiirmt, worauf unter Selbsterhitzung bald Konden- 
sation erfolgte. Es zeigten sich in kurzer Zeit weiBe Kristalle. Nach 
halbstiindigem Stehen wurden sie mit 400 ccm Ligroin am _ Riick- 
fluBkiihler ausgekocht. Der filtrierte Ligroinextrakt wurde verdampft 
und die hinterbliebene Masse nochmals aus heiBem Petroliither um- 
gelést. Es schieden sich feine weifbe Nidelchen ab in einer Ausbeute 
von 1,2g; sie erweichten bei 46°. Diese Kristalle waren in Wasser 
schwer léslich, wurden aber von Ligroin sowie Petrolither und sehr 
leicht von Ather, absolutem Alkohol, Toluol, Benzol nebst Chloroform 
aufgenommen. 

0,1516 g Substanz (im Hochvakuum getrocknet) gaben 0,4173 g COQ,, 

0,1018 g H,0O. 
0,1509 g Substanz: 7,4cem N (17°, 753 mm). 
C,,H,,0,N: Ber. C = 74,10%, H = 7,39%, N = 5,46%; 


gef. C = 75,07%, H = 7,46%, N = 5,65 %. 


6) Die Isolierung unverdnderter und aktiver Aminosdure aus dem Ansatz 
ri zur Gewinnung des Methyl-propyl-carbinols. 

Der wiisserige Riickstand?) wurde eingeengt und durch Schwefel- 
wasserstoff Kupfer niedergeschlagen, das dem Kupfergefa} entstammte. 
Das Filtrat vom CuS wurde bis zum Sirup eingeengt. Aus ihm schieden 
sich innerhalb 24 Stunden reichlich Kristalle ab. Sie wurden abgesaugt 
und aus Wasser umkristallisiert. Die Ausbeute an Aminosiure betrug 


1) Diese Zeitschr. 20, 445, 1909. 
2) Siehe vorher S. 429. 
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ungefihr 50g. Dieser Anteil war optisch inaktiv. Die Mutterlauge 
der Aminosiure wurde durch Bleiessig von Verunreinigungen befreit 
und in Lésung befindliches Blei sodann durch Schwefelwasserstoff 
entfernt. Das klare Filtrat vom Bleisulfid wurde zu Sirup verdampft 
und mit absolutem Alkohol extrahiert. Diese alkoholische Lésung 
wurde nach Verfliichtigung des Alkohols im Vakuum_ konzentriert 
und im Exsikkator 1 Monat lang stehen gelassen. Es bildeten sich 
allmahlich weife Kristalle in einer Ausbeute von 5g. Sie schmolzen 
im geschlossenen Rohr bei 299°. Bei dieser Fraktion der tertiiren 
Aminosiure wurde Drehungsvermégen konstatiert. 
(al? = —3,90 

(c = 5,638, 1 = 1, a = —0,22%). 

Die optische Aktivitét der Aminosiure war niedriger als bei dem 
Versuch y; das ist auch erklarlich, weil bei diesem Ansatz, der in erster 
Linie die Gewinnung des Methyl-propyl-carbinols bezweckte, die Ciir- 
flissigkeit stark und andauernd erhitzt worden war. 

Aus der nicht unbetriachtlichen Mutterlauge kristallisierte keine 
weitere Aminosiéure aus. 


Zusammenfassung. 

1, Fir den Abbau der Aminosiiuren durch Hefe hat man bisher 
als den wahrscheinlichsten Gang eine desaminierende Oxydation zur 
entsprechenden «-Ketosiure, deren Zerlegung in Kohlendioxyd und 
Aldehyd sowie Reduktion des letzteren zum zugehérigen Alkohol 
angenommen. 

2. Bei einer tertiiiren «-Aminosiure ist der Weg iiber die «-Keto- 
siure nicht méglich; denn die oxydative Desaminierung kann _ hier 
nur zu einem Keton fiihren. 

3. Garversuche mit der d,l-Methyl-n-propyl-c-amino-essigsiure 
ergaben, dab eine optisch aktive Form dieser tertiiren Aminosiiure 
auftritt und andererseits ein drehender Amylalkohol, das Methy!- 
propyl-carbinol, entsteht. 

4. Da Methyl-propyl-keton durch Hefe asymmetrisch zu aktivem 
Methyl-n-propvl-carbinol reduziert wird, so ist es wahrscheinlich, das 
die alkoholische Spaltung der tertiiren Aminosiiure iiber das Keton 
vonstatten geht. 

5. Ob bei der Umsetzung von Aminosiuren durch Hefe un- 
bedingt die Stufe der «-Ketonsiure durchlaufen wird, bleibe dahin- 
gestellt; wenn dieser Weg verlegt ist, tritt jedenfalls eine andere 
Reaktionsfolge ein. 
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Synthese zweier neuer Leucine. 





Von 


K. Kurono. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Hingegangen am 9. August 1922.) 


Fiir die in der voranstehenden Mitteilung beschriebenen Versuche 
brauchte ich eine der tertiiren @-Aminocapronsduren mit asymmetrischem 
Kohlenstoffatom. Solche sind, soweit ich sehe, bisher noch nicht bekannt ; 
zwei derselben beschreibe ich im folgenden, da sie als Isomere der 
natiirlich vorkommenden Leucine Interesse verdienen. Ich stellte die 
Methyl-n-propyl-a-amino-essigsiiure und die Methyl-isopropyl-e-amino- 


essigsiiure dar. 


1. Synthese der Methyl-n-propyl-c-amino-essigsiure 
Om) Lae, 
CH,.CH,.CH, ~ ~COOH. 

Die Synthese dieses isomeren Leucins wurde nach Zelinsky und 
Stadnikoffs') Verfahren zur Gewinnung von a@-Aminosiiuren durch- 
gefiihrt. 

50 g Methyl-propyl-keton, 31 g Ammoniumchlorid und 38 g Kalium- 
evanid wurden in 200cem Wasser und 200 cem absolutem Alkohol 
gelést und in Mineralwasserflaschen bei 50 bis 60° waihrend 5 Stunden 
erwirmt. Die Lésung wurde mit dem selben Volumen rauchender 
Salzsiure gemischt und unter Eiskithlung mit gasférmiger HC! ge- 
sittigt. Nachdem die Lésung tiber Nacht sich selbst tiberlassen war, 
wurde sie mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und 2 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Dann wurde auf dem Wasserbade zur Trockne 
verdampft und aus dem Salzkuchen mit absolutem Alkohol das Chlor- 
hydrat der Aminosiure herausgelést. Durch Abdampfen wurde der 
Extrakt vom Alkohol befreit, der Riickstand sodann in Wasser auf- 
genommen und durch Behandlung mit Silberoxyd in die freie Amino- 
siure iibergefiihrt. Aus dem klaren Filtrat wurde durch Schwefel- 
wasserstoff das Silber beseitigt und die Lésung nach nochmaligem Fil- 
trieren bis zur Kristallisation eingeengt. Die Ausbeute betrug 30 g. 





1) Ber. 39, 1722, 1906. 
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Die Methyl-propyl-amino-essigsiure kristallisiert in weiBen Nadeln, 
die recht leicht in Wasser und ziemlich in Alkohol sowie Methvlalkohol 
léslich sind, wihrend sie von Aceton, Ather, Petrolither, Ligroin, 
Benzol, Toluol und Chloroform nicht aufgenommen werden. Der 
Schmelzpunkt der Substanz liegt im geschlossenen Rohr bei 295°; im 
offenen Rohr trat allmahlich eine Sublimation ein. 

Die Analyse der im Vakuum bei 100° getrockneten Substanz ergab 
folgende Werte: 

09,1292 g Substanz: 0,2596 g CO, und 0,1156g H,O. 

0.1390 g Substanz: 12,8 cem N (13°, 754 mm). 

C,H,,;NO,: Ber. C = 54,91%, H = 9,99%, N = 10.68%. 
yef. C = 54,79%, H= 9,94%, N = 10,80%. 

Das Kupfersalz der Methvl-n-propyl-a-amino-essigsaure wurde, wie 
iiblich, hergestellt. Es bildete dunkelblaue kleine Kristalle, die nicht 
schmolzen, sondern bei 200° verkohlten. Nachdem die Verbindung 
bei 110° im Vakuum getrocknet war, wurde sie analysiert: 

0,6015 g Substanz: 0,1456 g CuO. 
(C,H,,NO,),Cu: Ber. CuO = 24,59%; gef. CuO = 24,21 %. 

Das Kupfersalz ist leicht léslich in Wasser, aber auch léslich in 
Holzgeist, Sprit sowie in heiBem Amylalkohol und Benzylalkohol: in 
Aceton ist es unléslich. 


«-Naphthyl-isoc yanat-methyl-propyl-amino-essigsaure, 


COOH.C(CH,) (C,H,).NH.CO.N H.Cyo H,. 


Die «-Naphthylisocyanatverbindung der Methyl-propyl-a-amino- 
essigsiure gewinnt man in gewohnter Weise'): 

Zu 1,3g Methyl-propyl-amino-essigsiiure in 60 ccm Wasser und 
10cem n-KOH wurden 2 ¢ «-Naphthyl-isocyanat gegeben und durch 
starkes Schiitteln zur Umsetzung gebracht. Nach einstiindigem Stehen 
wurde vom Di-naphthyl-harnstoff abfiltriert und gut mit Wasser nach- 
gewaschen. Das klare Filtrat wurde mit Salzsiiure angesiuert und der 
sich dabei abscheidende Niederschlag nach einigem Stehen filtriert. 
Nach dem Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol betrug die Aus- 
heute 0,5 g. Die Kristalle bestanden aus weiben kleinen Nadeln. Sie 
schmolzen im offenen Rohr bei 191°. Zur Analyse wurde im Hoch- 
vakuum bei 100° getrocknet : 

0,1305 g Substanz: 0,3232 ¢ CO,, 0,0782 g H,O. 

6,21 mg Substanz: 0,502 cem N (13°, 759 mm). 
C,;H,,N,O3: Ber. C = 67,96%, H = 6,66%, N = 9,61%; 
gef. C = 67,54%, H = 6.65%, N = 9.63%. 


1) Neuberg und Manaase, Ber. 88, 2359, 1905; Newberg und Rosenberg, 
diese Zeitschr. 5, 456, 1907. 


| 
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Lost man die Naphthylurethan-verbindung in Ammoniak und kocht 
dessen Uberschu8 fort, so erhilt man mit AgNO;, Cu-Acetat und ess 
saurem Quecksilber die entsprechenden Salze, die in H,O unléslich sind. 

Wie ich 8. 429 mitteilte, kann man durch Garung auch eine akti« 
Form der Methyl-propyl-amino-essigsiure gewinnen. Demnach sin‘, 
zusammen mit dem gewohnlichen Leucin, dem Isoleucin und dem wahr- 
scheinlich in der Natur vorkommenden Norleucin, jetzt vier a-Amin: 
capronsiuren als biochemische Erzeugnisse bekannt. 


2. Synthese der Methyl-isopropyl-c-amino-essigsiure 
CH NH, 
(CH,),CH °SCOOH. 

Diese tertiiire a-Amino-capronsiure kann genau wie das n-Propy! 
isomere bereitet werden. Sie kristallisiert jedoch schwerer, so da‘ 
die Ausbeuten an reiner Substanz geringer sind. 

Die Methyl-isopropyl-c-amino-essigsiure bildet nadelférmige Kri 
stalle. Schmelzpunkt im geschlossenen Réhrchen bei 293°; im offenen 
Réhrchen wird bei 290° ein wolliges Sublimat entwickelt. Léslichkeits- 
verhiltnisse sehr ahnlich ..e bei der n-Propylverbindung. 

6,79 mg Substanz: 0,660 ccm N (16°, 747mm, 50° KOH). 

C,H,,;NO,: Ber. N = 10,68%; gef. N = 11,08 %. 

Kupjfersalz, auf iibliche Art dargestellt, tiefblaue Nidelchen, 
leicht léslich in Wasser, léslich in Athylalkohol. 

0,1604 g Substanz: 0,0394 g CuO. 
(C,H,,NO,),Cu: Ber. CuO = 24,59%: gef. CuO = 24,56 %. 

Eine weitere Untersuchung unterblieb, da das Ausgangsmaterial, 

Methyl-isopropyl-keton, gegenwirtig schwer zuginglich ist. 
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Beitrige zur Lehre von der experimentellen Siurevergiftung. 


II. Mitteilung. 


Uber den respiratorischen Gaswechsel bei experimenteller Saurevergiftung. 


Von 


A. Loewy (Davos) und E. Miinzer (Prag). 
* 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Charité in Berlin.) 


(Eingegangen am 22. September 1922.) 


In einer fritheren Mitteilung') haben wir gezeigt, dal} die Visso- 
ziationsspannung der Kohlensiure des Blutes bei Kaninchen nach 
Salzsiurevergiftung mehr oder weniger betrachtlich gesteigert ist. 
Diese Versuche hatten aber zugleich erkennen lassen, daB die Auf- 
nahmefihigkeit des Blutes fiir Kohlensiure nicht so weit herabgesetzt 
ist, daB das kapillare Blut nicht noch so viel Kohlensiure aus den Ge- 
weben hitte aufnehmen kénnen, um unter einer mit dem Leben noch 
vertriglichen Steigerung der Kohlensiurespannung eine ausreichende 
Wegfiihrung der Kohlensiure aus den Geweben zu erméglichen. Der 
geringe Kohlensiuregehalt des Blutes bei Siurevergiftung konnte 
demnach nicht aus der mangelhaften Bindungsfihigkeit fiir Kohlen- 
siure allein erklart werden. Vielmehr war es wahrscheinlich, dab 
zugleich auch die Kohlensaurehildung seitens der Gewebe gelitten 
hatte. Bestimmungen tiber den Gaswechsel siurevergifteter Tiere sind 
von Chvrostek?) am Kaninchen ausgefiihrt worden; sie ergaben in der 
Tat eine Herabsetzung des Umsatzes. Nachpriifungen, die der eine 
von uns (Loewy) ausfiihrte, konnten diese Tatsache bestitigen. Doch 
zeigte sich, daB die Karpertemperatur der siurevergifteten Tiere be- 
trichtlich gesunken war — bis auf 32 bis 33°C, im After gemessen 
Dadurch wird die Deutung der Resultate unsicher, da es fraglich ist, 


1) A. Loewy und EF. Miinzer, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1901, S. 81. 
2) F. Chvostek, Zentralbl. f. inn. Med. 14, 329, 1893. 
Biochemische Zcitschrift Band 134. 29 
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ob die Herabsetzung des Gaswechsels das Primiire und das Sinken der 
Temperatur das Sekundire ist oder ob umgekehrt infolge Sinkens 
der Korpertemperatur auch der Gaswechsel erniedrigt wird. 

Zur Entscheidung der Frage von der Wirkung der Saurevergiftung 
auf den Stoffwechsel muBten die Versuche derart angestellt werden, 
daB die Kérpertemperatur der siurevergifteten Tiere méglichst konstant 
erhalten wurde. Diese Bedingung wurde in den von uns mitzuteilenden 
Versuchen dadurch erfiillt, da wir die Versuchstiere (Kaninchen) 
wihrend der Respirationsversuche in einem Bade von physiologischer 
Kochsalzlésung hielten, dessen Temperatur so gewaihlt war, daB die 
K6érpertemperatur der Tiere am Absinken gehindert wurde. 

In zwei unserer Versuche gaben wir die tédliche Salzsiuredosis von 
0,9 g pro Kilogramm Korpergewicht in einem Zuge, nachdem der normale 
Gaswechsel dieser Tiere bestimmt war. Diese Tiere gingen so rasch zu- 
grunde, daB es uns nicht gelang, langere Untersuchungen des Gaswechsels 
nach der Vergiftung durchzufiihren. Wir haben uns infolgedessen beim 
dritten Tiere entschlossen, die tédliche Salzséuredosis in zwei Portionen 
einzufiihren. Wir gingen so vor, daf wir das mit Urethan beruhigte Tier 
tracheotomierten, eine T-Kaniife in die Trachea einbanden und nun das 
Tier in das Warmebad brachten in schriger Haltung, so da8 die hinteren 
Extremitaten zu tiefst im Wasserbade lagen, die Trachealkaniile sich 
oberhalb des Wasserspiegels befand. Die Kaniile wurde mit zwei Darm- 
ventilen verbunden, von denen das Exspirationsventil zu einer kleinen 
trockenen Gasuhr fiihrte; an dieser befand sich eine Einrichtung zur pro- 
portionalen Entnahme einer Probe der Ausatmungsluft. Nachdem die 
Atmung vollkommen gleichmaBig geworden war, begann die Probenahme, 
die 7 bis 8 Minuten dauerte und wihrend der die Atmung gleichmiaBig 
weiter verlief. Die entnommene Probe wurde dann in einem Hempel- 
apparate analysiert. Sodann wurde an dem im Wasserbade bleibenden 
Tiere die Halfte der berechneten tédlichen Salzsiuredosis mit Schlundsonde 
in den Magen eingefiihrt und eine halbe Stunde spater mit der Bestimmung 
des Gaswechsels dieses Tieres neuerdings begonnen. Das Tier wurde sodann 
aus dem Bade entfernt, die Trachealwunde vernaht, das Tier gut abge- 
trocknet und 24 Stunden in der Warme gehalten. Am niachsten Tage 
wurde die Trachea von neuem ge6dffnet, die Kaniile wieder eingefiihrt, das 
Tier in das Wasserbad versenkt und von neuem der Gaswechsel in zwei Ver- 
suchen bestimmt. Die erste dieser beiden Bestimmungen machten wir 
ohne neue EingieBung, dann folgte die EingieBung des Restes von HCl 
und eine halbe Stunde spiiter wurde eine zweite Bestimmung durchgefiihrt. 
Nach dieser zweiten Bestimmung ging das Tier rasch zugrunde. Wir haben 
an diesem Tiere zwei normale Werte, dann zwei Werte nach der Vergiftung 
mit der halben tédlichen Dosis in den ersten Stunden der Vergiftung, 
eine dritte 24 Stunden nach dieser und eine vierte nach Zufiihrung der 
zweiten Hialfte der tédlichen Dosis. Das Ergebnis zeigt die folgende 
Tabelle. 

Wir entnehmen der Tabelle, da der Gaswechsel vor der Ver- 
giftung in Versuch | und 2 fast identisch war, gemessen am Sauerstoff- 
verbrauch; er betrug pro Minute 17,54 bis 18,03 ccm O,, im Mittel 


also 17,77 ccm Sauerstoff. Eine Stunde nach der EingieBung war der 
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Minuten- ‘ 
on pr Onv:Vers Karper 
, scheidung brauch “ ai . 
Datum a pro Minute pro Minute eo Bemerkungen 
in °C 
reduziert ccm ccm 
2). VII. | 
. Probe 230,14 11,48 17,54 ~ , 
l “ Normalwerte. 


. 280,88 17,22 18,03 38,35 
a, 325,34 | 9,693 9,337 38,3 34 Stunden vor Beginn 
von Versuch 3: Ein- 
gieBung der halben 
| tédlichen Dosis HCl. 
4. 322,7 20,27 15,49 38,3 
22. VII. | Tier sitzt vor Beginn des 
| Versuchs — scheinbar 
normal im Kafig. Bei 
den Vorbereitungen 
| zum Versuch keinerlei 
| Widerstand oder Un- 
ruhe, weshalb neuer- 
| liche Urethandar- 
| reichung unterbleibt. 


5. Probe 415,1 | 9,340 13,78 37,85 

C—O 240,62 | 6,64 9,84 37,86 Nach EingieBung der 
zweiten (tddlichen) 
HCl- Dosis. 


Sauerstoffverbrauch auf 9,337cem, d. h. um 8,43 ccm_ gesunken, 
also um 47,4°%. In der nachsten halben Stunde tritt ein Wiederanstieg 
des Gaswechsels ein, bei dem der Sauerstoffverbrauch allerdings noch 
immer um 2,28 ccm unter dem normalen Mittel bleibt, also um 13% 
vermindert erscheint. Worauf dieses Wiederansteigen des Sauerstoff- 
verbrauchs beruht, ob auf einer Art Erholung nach der nicht tédlichen 
(halben Dosis) Salzsiure, muB dahingestellt bleiben. 24 Stunden 
spiter ist der Sauerstoffverbrauch auf 13,78 ccm gesunken, hat sich 
also um 4 ccm, das ist 221° vermindert. Dabei ist allerdings zu be- 
denken, da8B in diesem fiinften Versuch das Atemvolumen um 150 ccm 
gegen die Norm erhéht war, so da der Sauerstoffverbrauch, reduziert 
auf das normale Atemvolumen, noch wesentlich niedriger sein wiirde. 
Nach der nun folgenden EingieBung der zweiten tédlichen Salzsaure- 
halfte sinkt der Gaswechsel weiter ab, bei einem der Norm gleichenden 
Atemvolumen anniahernd auf den Wert, der sich gleich nach EingieBung 
der ersten Salzsiurehalfte im Versuch 3 gefunden hat — namlich auf 
9,84 cem —; die Einschrankung des Sauerstoffverbrauchs betragt hier 
7,93 com, d. h. 44.7%. Der Sauerstoffverbrauch war also zweimal 
fast auf die Halfte gesunken, einmal um mehr als 22°,, und nur in 
einem Versuche war die Verminderung geringer, war aber noch immer 
deutlich vorhanden. 
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Wir haben uns bisher nur auf den Sauerstoffverbrauch bezogen, 
ohne auf die Kohlensiure Riicksicht zu nehmen; mit voller Absicht. 
Sind deren Werte schon bei normalen Tieren in kurzen Versuchen, 
wenn das Atemvolumen nicht ganz konstant bleibt, nur mit Vorsicht 
zu verwerten, so ist das bei den siurevergifteten Tieren infolge Aus- 
treibung der Kohlensiure aus dem Blute durch die Siure erst recht 
der Fall. Denn in diesem Falle entspricht die Kohlensiureausscheidung 
durchaus nicht der Kohlensiurebildung, wird sie vielmehr mehr oder 
weniger iibertreffen. Das geht auch aus unseren Versuchen bei Be- 
trachtung des respiratorischen Quotienten deutlich hervor. In Versuch 1 
betragt der Respirationsquotient 0,8433, liegt also innerhalb der 
normalen Grenzen; im Versuch 2 ist das Verhaltnis auf 0,955 gestiegen, 
was auch noch im Bereich des Normalen liegt; das Ansteigen gegeniiber | 
erklirt sich aus dem gesteigerten Atemvolumen. Anders liegt es nach 
der Saurevergiftung. Schon in Versuch 3 ist der Respirationsquotient 
iiber 1 gestiegen und iibertrifft die Einheit in Versuch 4 um ein ganz 
betrichtliches; er wiirde sich hier auf 1,308 stellen. Beide Werte sind 
zu erkliren durch Austreibung der Blutkohlensiure infolge der Salz- 
siurezufuhr. In Versuch 5, d. h. nach 24 Stunden, finden wir um- 
gekehrt einen abnorm niedrigen Quotienten von nur 0,6778. Dieser 
kénnte sich erkliren dadurch, daB das sich erholende Tier nunmehr 
Kohlensiure zuriickhalt; méglich wire es aber auch, daB der Stoff- 
umsatz pathologisch derart geiindert ist, da8 das in Zerfall geratene 
Material nicht mehr zu Kohlensiure abgebaut wird. Dieser letztere 
Gesichtspunkt scheint insbesondere fiir den Versuch 6 zuzutreffen. 
Wir finden hier den gleichen Respirationsquotienten von 0,6748 wie 
im Versuch 5, trotzdem zuvor neuerdings Salzsiure eingegossen wurde. 
Wir hitten also in diesem Falle ein erneutes Ansteigen der Kohlen- 
siureabgabe erwarten-kénnen. Es liegt am nichsten, diese geringe 
Kohlensiureausscheidung zu erklairen durch mangelhafte Verbrennung, 
so daB es bei der Bildung intermediirer Stoffwechselprodukte blieb. 
Uber diesen Punkt miissen weitere Untersuchungen Aufschlu8 geben. 
Jedenfalls zeigen unsere Versuche, daf die eingefiihrten Siuren nicht 
allein das Verhalten des Blutes wesentlich verindern, sondern daB 
gleichzeitig auch die Umsetzungsprozesse der Gewebe geschiidigt 
werden. Schon in der ersten Mitteilung hatten wir angenommen, 
daB fiir den Tod der Tiere nach Siiurevergiftung ,,ein deletirer EinfluB 
auf die Gewebszellen verantwortlich gemacht werden“ miisse. 

is setzen sich also die Erscheinungen der Saurevergiftung, wie 
wir schon in unserer ersten Mitteilung vermutungsweise auBerten, aus 
zwei Reihen von Wirkungen zusammen: aus der Verminderung der 
Blutalkaleszenz einerseits und aus der Stérung der Gewebsatmung 
andererseits; letztere aber nicht in dem Sinne, als ob die seitens der 
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Gewebe gebildete Kohlensiure nicht durch das Blut fertgeschafft 
werden kénnte, sondern in dem, daB der Sauerstoffverbrauch seitens 
der Gewebe eingeschriankt wird und die Kohlensiurebildung wahr- 
scheinlich noch in erhéhtem Mabe leidet!). 


1) Es liegt nahe, das Ergebnis dieser Versuche auf die menschliche 
Pathologie zu tibertragen. Sie lassen die Frage aufwerfen, ob in den mit 
abnormer Saurebildung einhergehenden Krankheitsprozessen, also vor 
allem beim Diabetes mellitus, der tédliche Ausgang tatsichlich eine Folge 
der Acidose ist, oder ob nicht hier die Sauren Folge eines pathologischen 
Zellebens sind, Ausdruck einer Gewebserkrankung, deren Fortschreiten 
zum Tode fiihrt. — Das wire eine Auffassung, die auch das Versagen der 
Alkalitherapie in einschlagigen Fallen verstindlich machte. 











Beitrige zur Lehre yon der experimentellen Siurevergiftung. 


Ill. Mitteilung. 
Fiihrt Methylalkoholvergiftung zu Acidose? 


Von 
A. Loewy (Davos) und E. Miinzer (Prag). 


(Aus dem Laboratorium der [. medizinischen Klinik der Charité in Berlin.) 
(Eingegangen am 22. September 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seit Pohl in seiner bekannten Arbeit: ,,Uber die Oxydation des 
Methyl- und Athylalkohols im Tierkérper‘ (1) den Nachweis erbracht 
hatte, daB ein Teil des Methylalkohols im intermediiren Stoffwechsel 
in Ameisensiure verwandelt wird, ist der Einflu8 dieses Kérpers auf 
den Stoffwechsel vielfach studiert worden. 

Im Jahre 1912 hat dann Schmiedeberg die Ansicht geauBert, daB 
die Methylalkoholvergiftung vielleicht als Saurevergiftung aufzufassen 
ware. Dieser Anschauung hat Krol (2) in Schmiedebergs Laboratorium 
die experimentelle Grundlage zu geben versucht. Er hat drei Hunden 
Methylalkohol zugefiihrt, im Harn die ausgeschiedene Ammoniakmenge, 
in einem Versuch auch an einigen Tagen die ausgeschiedene Ameisensiure 
bestimmt, und kommt zu dem SchluB: ,,die Annahme, da es sich bei der 
Methylalkoholvergifttng um eine Acidose handelt, kann nach den vor- 
liegenden Versuchen bestiitigt werden“. Betrachtet man die Versuche 
niher, so erscheint dieser SchluB nicht zwingend. Der dritte’ Versuch 
zeigt eine nur geringe Ammoniakausscheidung; in den beiden ersten Ver- 
suchen ist wohl eine stirkere Ammoniakausscheidung nachweisbar, aber 
diese Steigerung der Ammoniakausfuhr ist nur an jenen Tagen starker 
vorhanden, an denen die Tiere krank sind. Sobald die Tiere sich wohl 
fiihlen und auch in den ersten Tagen der Vergiftung besteht sie nicht, 
trotzdem die Tiere doch schon ansehnliche Mengen Methylalkohol ver- 
abreicht erhalten haben und auch verarbeitet haben miissen, da sie schon 
ausgesprochene Vergiftungserscheinungen zeigen. Dazu kommt, daB Krol 
das relative Verhiltnis des Ammoniakstickstoffs zur Gesamtstickstoff- 
ausscheidung nicht festgestellt hat. Noch wichtiger aber diirfte es sein, 
da8 Krol nur im zweiten Versuch an einigen Tagen, und zwar an jenen, 
bei denen die starkere Ammoniakausscheidung gefunden wurde, sich be- 
miiht hat, die Beziehungen zwischen Ammoniak und jener Saure, die aus 
dem eingefiihrten Methylaklohol im Kérper entsteht, der Ameisensaure, 
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zu prifen. Er findet, daB nur ein Teil des ausgeschiedenen Ammnoniaks, 
nach unserer Berecknung 34,8°, (nach Krols Berechnung sogar nur 26,4), 
durch Ameisensiiture gedeckt ist, fiir die iibrige Ammoniakmenge mut} 
Krol die Deckung durch unbekannte Sauren annehmen. Diese Sauren 
kénnten also nicht dem Methylalkohol entstammen, sondern mii&Bten als 
eine Folgeerscheinung der Vergiftung mit Methylalkohol aufgefaBt werden. 

Im wesentlichen aber wiire zu fragen: ist die Mehrausscheidung 
von Ammoniak iiberhaupt schon ein Zeichen von Acidose? Gewib 
zeigt uns die vermehrte Ammoniakausscheidung eine vermehrte Saure- 
bildung im Korper an, aber sie ist kein Zeichen dafiir, daB diese Sauren 
nicht neutralisiert wurden, ohne daf eine weitere Schidigung im 
Chemismus des Korpers eingetreten sein miiBte; im Gegenteil! Wir 
wissen, daB der fleischfressende Organismus groBe Mengen von Saure 
durch Ammoniak zu neutralisieren vermag, ohne irgendwelchen Schaden 
zu erleiden. Erst wenn die Siurebildung bzw. die Saurezufuhr sehr 
umfanglich ist und so lange dauert, daB die zur Verfiigung stehende 
Ammoniakreserve nicht mehr zureicht und schon erhebliche Mengen 
fixer Alkalien vom Kérper abgegeben wurden, kommt es zu dem, was 
wir gemeinhin Acidose nennen. Diese Acidose zeigt sich dann eindeutig 
im Verhalten des Blutes gegeniiber der Kohlensiurebindung: die 
Bindungsfahigkeit des Blutes fiir CO, ist bei acidotischen Zustanden 
vermindert, die Kohlensiuredissoziationskurve muB eine Anderung 
aufweisen. 

Eine Anderung der Dissoziationskurve kann nach zweierlei Richtung 
erfolgen: entweder ist die Lage der Kurve im Koordinatensystem 
geiindert ohne Anderung der Form, oder die Form der Kurve hat 
eine Anderung erfahren im Sinne einer Abflachung. Ersteres bedeutet, 
da die Alkalireserve des Blutes vermindert ist, daB aber im gleichen 
Mae die Kohlensiuremenge des Blutes abgenommen hat, so daB die 


J 


‘ H,CO. : , , , 
Beziehung N HOGG. unveriandert ist, demnach auch die pq; im zweiten 
J _ a , 3 


Falle dagegen ist die Beziehung zwischen beiden Werten geindert 
in dem Sinne, daB NaHCO, sich mehr vermindert hat als H,CO.,, 
so daB die Wasserstoffionenkonzentration gesteigert ist. Amerikanische 
Autoren bezeichnen neuerdings das erstere Verhaltnis als kompensierte, 
das letztere als dekompensierte Acidose. 


Damit ist die Stellung zur Frage der Acidose bei Methylalkohol- 
vergiftung gegeben in dem Sinne, dab die Kohlensiuredissoziations- 
kurve bestimmt werden muB. Wir haben von diesem Gesichtspunkt 
ausgehend, zwei Kaninchen und einen Hund mit Methylalkohol ver- 
giftet und nach Zufuhr verschiedener Mengen die Dissoziationskurve 
des Blutes fiir Kohlensiure bestimmt. 
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Die von uns angewandte Methode war folgende: Die Tiere er- 
hielten 3 bis 5 Tage hindurch steigende Mengen von Methylakohol durch 
die Schlundsonde zugefiihrt. Nach der letzten Einfiihrung wurde, 
wahrend sich die Tiere bereits im Stadium der Narkose befanden, 
Blut aus der Carotis genommen, durch Zusatz von Kaliumoxalat 
ungeronnen gehalten und die Kohlensiiurebindung bei drei verschie- 
denen Kohlensiurespannungen festgestellt. Zu dem Zwecke brachten 





wir das Blut mit Gasmischungen verschiedenen CO,-Gehaltes in ' 
Spannungsgleichgewicht. Die Gasmischungen enthielten neben Kohlen- 
siure nur reinen Sauerstoff. Der Spannungsausgleich erfolgte in einem ' 

‘ dem Barcroftschen Tonometer ahnlichen Appa- | 


rate, nur geschah die Fiillung des Tonometers 
in jener Weise, die wir schon friiher (3) nach 
Zuntz und Loewy verwendet hatten (4). Bei- 
stehend bringen wir eine Abbildung des Appa- 
rates. 





Zur Fillung wurde nach Einfiihrung des 
Blutes (etwa 8 ccm) in die Kugel A der Ballon B 
p mittels eines Geblises aufgeblasen, so daB er die 
Kugel voll erfiillte. Dann wurde das Ende des 
Rohrchens @ mit einem der die CO,-Mischung ent- 
haltenden Gasometer in Verbindung gesetzt und 
nach Offnung des Verschlusses des Gummiballons B 
das Gasgemisch unter Zusammenfallen des Ballons 
in die Kugel einstrémen gelassen. Die Kugel, mit 
Biut- und Gasgemisch gefiillt, wurde im Wasser- 
bade manuell langsam gedreht, so daB die Blut- 
menge sich in diinner Schicht an der Glasoberfliiche 
verteilte, also dem Ausgleich mit dem Gase eine 
méglichst groBe Oberfliche dargeboten wurde. 
Nach 10 bis 15 Minuten Drehens wurde die Kugel 
aus dem Wasserbade genommen, das Réhrchen a ge- 
6ffnet, um Druckausgleich herbeizufiihren, und die 
ie Drehung weitere 10 Minuten fortgesetzt. Die 
p Abb. 1 Drehung erfolgte im Wasserbade bei einer Tempe- 
x ratur von 17 bis 18°C. Die Blutentnahme geschah 
od unter ganz schwacher Aufblasung des Ballons B, 
4 wobei das Blut in den kalibrierten Stutzen 6, der bei voller Fiillung genau 
{3 
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1 ccm faBt, eintrat, so daB diese Menge also automatisch abgegrenzt wurde. 
Durch Drehung des Hahns wurde diese Blutmenge mit dem kleinen offenen 





ibe | Ansatz, der ¥% cem Ammoniaklésung enthielt, in Verbindung gesetzt, so 
as) daB bei Ausflu8 des Blutes in das Eigefi8 des Barcroftschen Differential- 
‘ apparates der eine Kubikzentimeter Blut mit !/,cem Ammoniak nach- 
| gespult wurde. 

ie Die Blutgasbestimmung geschah im Barcroftschen Apparat. 
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Das Gas zur Bestimmung der Kohlensiurespannung der Schiittelgase 
wurde aus der Kugel A dadurch gewonnen, da8 das Tonometer mit einer 
Biirette in Verbindung gesetzt und der Ballon B nun aufgeblasen wurde, 
:| so daB das Gas in die Gasbiirette iibertrat. 
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Die mit dieser Methodik durchgefiihrten Versuche ergaben Re- 
sultate, die auf der nachfolgenden Abb. 2 zusammengestellt sind (aus- 
gezogene Linien: @, ©, +). 

Zur Erklarung diene folgendes: 

Benutzt wurden, wie bereits erwahnt, zwei Kaninchen und ein Hund. 
Die Versuche an den beiden Kaninchen sind durch Punkte und Kreise, 
die Versuche am Hunde durch ein Kreuz bezeichnet. 
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Abb. 2. M = Methylalkohol. 
--- Ao = Normal. 
 § Salzsaure. 
-B Buttersaure. 
cbs eeene oO Oxybuttersaure. 


Das erste Kaninchen wog 1,8 kg und erhielt am 15., 16. und 17. Juli 
je 10 cem reinen acetonfreien Methylaklohols, dreifach mit Wasser verdiinnt, 
per os. Das Tier liegt am 17. Juli apathisch auf der Seite. 

Einem Schiittelgas mit 

15,62 mm CO,-Spannung entsprechen 44,13 Vol.-Proz. CO, im Bhute, 
33,78 mm CO,-Spannung entsprechen 65,97 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
48,49 mm CO,-Spannung entsprechen 66,28 Vol.-Proz. CO, im Blute. 

Das zweite Kaninchen wog 2,1 kg; es erhielt am 15. und 16. Juli je 10, 
am 17. Juli 20 cem Methylalkohol in der gleichen Weise wie friiher verdiinnt. 

pu des Blutes war 7,25 bis 7,30, also normal’). 

Einem Schiittelgas mit 

22,98 mm CO,-Spannung entsprechen 53,63 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
67,12 mm CO,-Spannung entsprechen 83,84 Vol.-Proz. CO, im Blute. 


1) Herrn Dr. Petow danken wir bestens fiir die freundliche Durch- 
fiihrung dieser Bestimmungen. 
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Dritter Versuch. Das Gewicht des Hundes betrug 9,9 kg. Der Hund 
erhielt am 15. 20 cem, am 16. 25 cem, am 17. 30 cem und am 18. und 19. 
je 40cem Methylalkohol dreifach verdiinnt, zusammen also 155 cem in 
5 Tagen. Am 19., zu einer Zeit, da der Hund die ausgesprochensten Ver- 
giftungserscheinungen, wie Taumeln, Somnolenz, starke Diurese zeigte, 
wurde der Blutversuch durchgefiihrt. 

Pu (im Gesamtblut) 7,25. 

Einem Schiittelgas mit 

28,11 mm CO,-Spannung entsprechen 66,46 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
69,22 mm CO,-Spannung entsprechen 70,93 Vol.-Proz. CO, im Blute. 

Die dritte Schiittelung miBlang. 

Die von uns gefundenen Blutgasmengen sind héher als die in den 
Normalkurven bei Kaninchen und Hunden angegebenen; das riihrt daher, 
daB letztere bei 38°C gewonnen sind; unsere hier mitgeteilten Versuche 
dagegen bei 17 bis 18°C. Ein Vergleich mit Blutgaswerten, die bei den 
gleichen Temperaturen gewonnen sind, zeigt, daB alle bei niedrigen CO,- 
Spannungen gewonnenen, bis zu etwa 35 mm Hg, innerhalb der normalen 
Breite liegen. Bei héheren Spannungen verlaufen zwei von den drei Kurven 
etwas flacher. Aber sie sind weit entfernt von den bei Saurevergiftung 
gefundenen. 

Auf Abb. 2 haben wir unsere Methylalkoholkurven mit Normal- und 
Saurekurven vom Kaninchen zum Vergleich zusammengestellt (gestrichelte 
Linien). Die beiden letzteren sind der Arbeit von Dr. Lynn (5) entnommen, 
der, wie wir, die Kohlensauredissoziationskurve bei Zimmertemperatur 
nach dem gleichen Verfahren bestimmte. 

Es zeigt demnach weder das Blut des der Saurevergiftung nur schwer 
unterliegenden Hundes noch das des ihr leicht unterworfenen Kaninchens 
Stérungen der Kohlensiurebindung bei Methylalkoholvergiftung, die 
den bei Saurevergiftung an die Seite zu stellen waren. Die zu schwersten 
Krankheitserscheinungen fiihrende Methylalkoholvergiftung hat also 
das sicherste Zeichen der Siurevergiftung nicht herbeizufiihren ver- 
mocht, nicht einmal in der sogenannten kompensierten Form. Die 
vermehrte Ammoniakausscheidung beim Hunde kann, wie aus dem 
. +. . . ys * 
in der Einleitung Gesagten zu ersehen ist, zum Teil auf den Ubergang 
des Methylalkohols in Ameisensiure bezogen werden, zum Teil diirfte 
es sich um eine indirekte Wirkung des Methylalkohols handeln, namlich 
um eine Siuerung als Krankheitserscheinung der Methylalkohol- 
vergiftung, die aber so gering ist, daB sie zu einer fiir Saurevergiftung 
typischen Anderung des Blutes in seiner Kohlensiurebindungsfahigkeit 
nicht fiihrt. 
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Uber das Verhalten der Harnsiure in Eiweiblésungen. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stadt. Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. September 1922.) 


Untersuchungen iiber die Bestimmung der Harnsiiure in eiweil- 
haltigen Fliissigkeiten zeigen iibereinstimmend, daB eine wirkliche 
Erfassung der Harnsiure bisher nicht gelingt. Diese Tatsache wird 
am eklatantesten, wenn einer Eiweiblésung eine gewisse Menge Harn- 
siiure zugefiigt wird und man nun versucht, dieselbe quantitativ zu 
bestimmen. Die alten Methoden, fiir die verhaltnismaBig groBe Mengen 
Ausgangsmaterial notwendig waren, kommen kaum in Betracht. Sie 
bieten auch gegeniiber den neuen Mikromethoden nur den einen Vorteil, 
daB man bei sehr groBen Mengen Harnsiure als solche fassen und 
eindeutig feststellen kann. Um dies aber zu erméglichen, miissen die 
Mengen auBerordentlich groB sein; weniger als 500 ccm Blutserum 
beispielsweise mit einem Gehalt von 6 bis 8 mg Harnsiiure kénnen in 
diesem Sinne mit Erfolg nicht verarbeitet werden. Aus diesem Grunde 
wird man stets versuchen, mit den Mikromethoden auszukommen, die 
die Harnsiure infolge der geringen Mengen natiirlich nicht als solche 
identifizieren kénnen, bei denen aber durch eindeutige, auf ihre Spezi- 
fitit gepriifte Reaktionen eine quantitative Bestimmung durchaus 
moéglich und durchfiihrbar ist. Nach meinen Erfahrungen leisten in 
dieser Hinsicht die von den Amerikanern angegebenen kolorimetrischen 
Reaktionen vorziigliches, wenn es auch dem Chemiker zunichst wider- 
strebt, zur Grundlage von Analysen chemisch so wenig genau definierte 
Reaktionen zu wihlen, wie die Veranderung des Phosphorwolframsiure- 
reagens durch Harnsiure, ein Reduktionsproze8, der zu einer kolloidalen 
Loésung fiihrt, die je nach der Menge der Harnsiiure eine mehr oder 
weniger intensive blaue Farbung zeigt. 

In vielen Versuchen habe ich die von Folin-Wu angegebene Me- 
thode (1) angewandt und wenn nicht mehr, so doch durchaus gut 
vergleichbare und reproduzierbare Werte erhalten. Neuerdings ist 
von Benedict (2) ein Verfahren angegeben worden, das den Nachweis 
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und die quantitative Bestimmung der Harnsiure direkt in der ent- 
eiweibten Lésung gestattet, ohne daB vorher wie bei der Folin- Wuschen 
Methode eine Isolierung der Harnsiure notwendig wire. Eine solche 
war aus dem Grunde eingeschoben worden, weil auch andere redu- 
zierende Substanzen, in erster Linie der Traubenzucker, eine Reduktion 
des Reagens unter Blaufarbung bewirken kénnen. Benedict verwendet 
ein neues Reagens, das eine Kombination von Phosphor-Arsen-Wolfram- 
siure darstellt, und gibt an, daB dieses Reagens von den oben erwahnten 
Nachteilen frei ist. Eine Priifung der einschlagigen Verhaltnisse ergab 
zunichst, da die Reagenzien allein, ohne Zusatz einer reduzierenden 
Substanz, naimlich eine Mischung von Cyannatriumlésung mit Ammo- 
niakzusatz und Reagens, in der vorgeschriebenen Weise 3 Minuten im 
Wasserbade gekocht, eine schwache blaue Fairbung geben, die ungefiahr 
einem Gehalt von 0,3 bis 0,4 mg Harnsiure in 100 ccm Serum ent- 
sprechen wiirde. Auf die Resultate ist dieser Fehler, wenn die Kon- 
zentrationen nicht zu weit voneinander abweichen, ohne Einflufi, 
da er in gleicher Weise bei der zu untersuchenden Lésung und bei 
der auf gleiche Weise behandelten Kontrollharnsiurelésung auftritt. 

Es war nun zu priifen, ob sonst Substanzen stérend die Reaktion 
beeinflussen kénnen. Es ergab sich, daB Stérungen weder durch Amino- 
siuren sowohl der Fettreihe wie mit aromatischen Kernen, noch durch 
Kreatinin, noch durch Harnstoff oder durch Gallensiuren, endlich 
auch nicht durch Starke oder Oxalsiure verursacht wurden. Auch 
Thymol stért nicht. Dagegen vermag Traubenzucker eine deutliche 
Mehrfarbung zu erzielen. Auf den Gehalt in einer Eiweiflésung bzw. 
im Serum berechnet, entsprach 

10g Traubenzucker in 100cem Serum einem scheinbaren Gehalt 
von 1,2 mg, 
0,5 g Traubenzucker in 100cem Serum einem scheinbaren Gehalt 
von 0,7 mg, 
0.2¢ Traubenzucker in 100 ccm Serum einem scheinbaren Gehalt 
von 0,2 mg Harnsaure. 

Auch Pepton reagiert mit dem Benedictschen Reagens, jedoch 
etwas schwiicher als Traubenzucker: eine 0,5proz. Peptonlésung (auf 
den Gehalt von Pepton in einer EiweiBlésung bezogen) entspricht 
einem scheinbaren Gehalt von 0,5 mg Harnsaure. 

Die Methode ist demnach fiir die Untersuchung der Harnsiure 
im Blute durchaus geeignet: ahnliche Mengen von Pepton kommen 
natiirlich nicht vor, bei hohem Blutzuckergehalt wird eine kleine 
Korrektur anzubringen sein. 

Auf Grund dieser Erfahrungen habe ich in den nachstehenden 
Untersuchungen neben der Methode von Folin-Wu und neben einigen 
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Analysen nach alter Art, die ich zur Kontrolle anstellte, vor allem 
die Benedictsche Methode angewandt. 

Es fragt sich nun, worauf die Schwierigkeit der quantitativen 
Analyse der Harnsiure in EiweiBlésungen zuriickzufiihren ist, da die 
Bestimmung in der eiwei®freien Lésung ohne wesentliche Schwierig- 
keiten erfolgt. Es diirfte einem Zweifel nicht unterliegen, dais der 
Fehler in der EnteiweiBung liegt, daB hierbei nicht simtliche Harn- 
siure in das eiweibfreie Filtrat tibergeht. Die verschiedenen Methoden 
der EnteiweiBung bieten nur graduelle Unterschiede: in jedem Falle 
wird vom Koagulum ein Teil der Harnsiure festgehalten, deren Menge 
freilich nach den Versuchsbedingungen variiert. Es spielen hierbei 
z. B. die Verdiinnungen eine nicht unwesentliche Rolle. Wurde z. B. die 
EnteiweiBung nach Folin-Wu mit Wolframsiure einmal in der von 
diesen Autoren angegebenen Weise ausgefiihrt, daB zu einem Teil 
EiweiBlésung bzw. Serum 7 Tle. Wasser, dazu 1 Tl. Natriumwolframat- 
lésung und 1 Tl. Schwefelsiure gegeben wurde, so war die gefundene 
Harnsaure deutlich geringer, als wenn | Tl. Serum zunichst mit 
17 Tin. Wasser verdiinnt wurde, und zu dieser Mischung 1 eem Wol- 
framatlésung und lccm Schwefelsiure zugegeben wurden. Nach- 
folgend einige Beispiele. 





aca l0fach verdunnt 20fach verdunnt 

g in 100 com mg in 10 com 
Pe. 3,0 3,2 
ae. 5.5 5,9 
a 2,8 a2 
me. 2,2 2.5 
F 3,0 3.3 


Die Steigerung betragt im Durchschnitt 10°: sie ist nicht 
ganz gleichmaBig, ohne daf bisher sichere Anhaltspunkte bestiinden, 
worauf dies zuriickzufihren ist. 

Wenn es also auf diese Weise auch gelingt, eine gewisse gréBere 
Menge der Harnsiure der Analyse zugiinglich zu machen, so bleibt, 
wenigstens in solchen Fillen, wo man Harnsiure einer Eiweiflésung 
zugefiigt hat, ein nicht unerheblicher Teil der Analyse verschlossen. 
Es muB8 vorliufig unentschieden bleiben, was der Grund hierfiir ist. 
Ganz zweifellos kénnen gewisse Mengen der harnsiurehaltigen Lésung 
im Koagulum eingeschlossen bleiben, und wenn man bei gréBerer Ver- 
diinnung eine bessere Ausbeute bekommt, liegt der SchluB nahe, dab 
dies darauf zuriickzufiihren ist, daB in diesem Falle der verdiinnteren 
Lésung die eingeschlossene Harnsiuremenge geringer ist. Es scheint 
aber nach allem, was wir sonst wissen, nicht wahrscheinlich, da solche 
EinschluBerscheinungen erhebliche Mengen der Analyse entziehen 
kénnen. Man mu® zum mindesten an irgendwelche Adsorptions- 
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erscheinungen denken oder aber an Bindungen der Harnsiure mit 
anderen Substanzen, insbesondere mit Eiweib, so da sie durch die 
Koagulation mit in die Fallung hereingeht. Vielleicht ist der SchluB 
nicht ungerechtfertigt, daB in verdiinnteren Lésungen durch erhdhte 
Dissoziation dieser supponierten Verbindungen der in die Fallung 
hereingehende Harnsiurewert geringer ist. Bei allen diesen Betrach- 
tungen mu8 man beriicksichtigen, daB die Harnsiure sowohl mit Basen 
als auch mit Siuren Verbindungen bilden kann. 

Die nachfolgenden Untersuchungen sollten zunichst feststellen, 
ob es méglich ist, Harnsiiure besonders aus EiweiBverbindungen frei 
und analysierbar zu machen. Die Versuche wurden folgendermaBen 
angestellt: zu einer Kiereiweiblésung bzw. zu einem Serum wurde eine 
gewisse Menge Harnsiure in Lithiumcarbonat gelést zugefiigt und 
teils mit, teils ohne Zusatz einer Pufferlésung mit einer kleinen Menge 
Trypsin versetzt und unter Zusatz von Toluol langere Zeit bei 37° 
gehalten. Von Zeit zu Zeit wurde hier, fast stets nach der Methode von 
Folin-Wu, der Harnsiuregehalt festgestellt. Nachfolgend einige Ver- 
suchsprotokolle. 

Kin ,,Peptonfehler‘* kommt bei diesen Proben natiirlich nicht in 
Betracht, da der kolorimetrischen Bestimmung eine Isolierung der 
Harnsaure vorausging. 

Tabelle I. 
80 cem EiereiweiBlésung 1: 10. 
10cem Harnsiurelésung in Lithiumearbonat entsprechend 10 mg 


Harnsaure. 

0,2 g Trypsin gelést in einer Mischung von m/15 Natriumbiphosphat 
4cem + Monophosphat 1 ccm. 

Als Desinfiziens Thymol. 

Die Harnsiurebestimmung ergab folgende Werte: 

Anfang des Versuchs: 15. April, keine Harnsiure nachweisbar. 

18. April 0,7 mg Harnsiéure in 100 ccm. 


ae S. = 
a ss x Bae as <: a 8s 
13. Mai 7,1 ,, ‘ we 
| eS 9.3: :,; ps 5 108: 4, 


Die Versuche mit Serum zeigen prinzipiell die gleichen Verhalt- 
nisse, doch erfolgt die Freisetzung der Harnsiure bedeutend schneller. 


Tabelle 11. 
25 cem Serum + 3 cem Harnsiiurelésung entsprechend 3 mg Harnsiure 
+ 0,2 g Trypsin gelést in 3 cem sekundirem + 2 ccm primarem Phosphat. 

Desinfiziens Thymol. 
Bei Anfang des Versuchs Harnsiuregehalt 5,5 mg in 100 ccm, 
nach 2 Tagen 8 mg in 100ccm, 
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Hier ist also die gesamte Harnsiiuremenge schon nach 7 Tagen 
vollstiindig in Freiheit gesetzt, ein Teil schon bei Anfang des Versuchs 
analysierbar gewesen. Ohne Harnsiurezusatz hatte das Serum 2 mg 
Harnsaure in 100 ccm enthalten. Hier driingt sich auch eine Erscheinung 
auf, der wir spaiter 6fter begegnen werden: die Kurve der Harnsaure- 
werte verliuft nicht gleichmaibig, sondern es findet sich in ihr eine 
gegenliufige Bewegung, die nur darauf zuriickgefiihrt werden kann, 
da sich intermediair Komplexe bilden, die mit in das Koagulum herein- 
gehen. Die EnteiweiBbung erfolgt in allen Fallen ganz gleichmabig. 

Ein prinzipiell gleiches, aber doch etwas anderes Bild zeigt Ta- 
belle III, ein in genau der gleichen Weise und in den gleichen Mengen- 
verhaltnissen, nur mit einem anderen Serum angesetzter Versuch. 


Tabelle lil. 


Bei Anfang des Versuchs 2 mg in 100 ¢mm, 
nach | Tag 2,3 mg in 100 cem, 

3 Fagen 6 ..,,.+5-10 ., 

5 3 ae 


” 
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Im Versuch der Tabelle LV wurden 25ccm Serum mit 4 ccm 
Harnsiurelésung == 4mg Harnsiure und 0,2 mg Trypsin in einer 
Phosphatmischung m/15 von 4ccm sekundirem und | ccm primiarem 
Phosphat gelést. 

Tabelle IV. 

Bei Anfang des Versuchs 6,35 mg Harnsiure in 100 cem, 

nach 3 Tagen 6,3 mg Harnsaure in 100 cem, 
100 ,, 
100 ,, 


o— 
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Die Versuche verlaufen also durchaus in gleichem Sinne; die an 
das EiweiB gebundene Harnsiure wird durch die Trypsinverdauung 
in Freiheit gesetzt und der Analyse zugiinglich gemacht. Auffallend 
bleibt hierbei, daB die Dauer dieser Freisetzung durchaus verschieden 
ist und dal ebenfalls die Harnsiurewerte bei Beginn stark differieren. 

Die Verhiltnisse stellen sich erheblich anders dar, wenn man mit 
ungepufferten Lésungen arbeitet. Die nachfolgenden Versuche wurden 
nach der Benedictschen Methode angestellt. Nach dem oben Gesagten 
war zu erwarten, dal} durch die Kiweibverdauung entstehende Peptone 
einen EinfluB auf die Farbreaktion zeigen. Die Versuche wurden dem- 
nach einerseits mit EiweiBlésungen und Harnsiurezusatz, andererseits 
mit denselben EiweiBlésungen ohne Harnsiiure angestellt. Die nach- 
folgenden Tabellen geben die Resultate von Verdauung mit Trypsin 
sowie mit Pepsin. Sie zeigen, dab eine ihnliche Harnsiiurevermehrung 
hier nicht in Frage kommt, sondern dai im Gegenteil in der Mehrzahl 
der Faille eine nicht unbetrachtliche Verminderung der Harnsaurewerte 
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Nachfolgend zwei Tabellen, welche diese Verhaltnisse illustrieren. 


Tabelle V. 
25 cem HiereiweiB + 100 cem 0,9proz. Kochsalzlosung. 
Bei Proben 1 bis 3 zu 45 cem 5 cem Wasser, 


» os 4 , 6 ,, 45 ,, 5 ,, Harnsiurel6sung = 5 mg Harn- 
saure, 

i me 1 und 4 ohne Zusatz eines Ferments, 

a = 2 ,, 5+ 1 Tropfen Salzsiure + 0,2 g Pepsin, 

a re 3 ,, 6 je 0,2g Trypsin. 


Zu allen Proben Thymol. Verdauung im Brutschrank bei 37°. 





Nach Nach Nach Nach Nach Nach 


Sofort 1 Tag 2Tagen 4Tagen 6Tagen 8 Tagen 11 Tagen 
Sk ee 0,6 0.8 08 0.8 0,7 53 1,0 
2.+Pepsn .. 06, 08 | 08 | 07 0.9 1,0 1.2 
3. + Trypsin. . 0.6 0.8 0,8 1,0 13 1,3 1,2 
| Pe 4,0 4,1 2,4 2.0 1,4 13 1,3 
5. + Pepsin . . 4,0 4,0 2,9 4.0 3,7 48 4.6 
6. + Trypsin. . 4,0 4.0 "2.5 4.8 3,2 45 3.6 


Tabelle VI. 
25 ccm HiereiweiB + 175 ccm 0,9proz. Kochsalzlosung. 
Zu 1 bis 3 auf 100 cem 4 cem Wasser, zu 4 bis 6 auf 100 cem 4 cem 
Harnsiurelésung, entsprechend 10 mg Harnsaure. 
1 und 4 ohne Fermentzusatz, 
2 und 5 auf 25cem je | Tropfen Salzsiure + 0,2 g Pepsin, 
3 und 6 je 0,2 g Trypsin. 





Sofort Nach Nach Nach Nach 

, 2 Tagen 4 Tagen 8 Tagen 13 Tagen 
1. allein 1.3 11 1,0 1,8 1,9 
2. + Pepsin. 14 11 10 2.2 2.1 
3. + Trypsin 1,3 11 0.7 17 15 
4. allein 7,0 6,0 5,0 5,8 5,8 
5. + Pepsin 6.6 6,0 5.8 6,1 6,5 
6. + Trypsin 7,0 6,0 5,0 4.0 4.5 


Deutlich ergibt sich aus diesen Tabellen, daB hier von einer Ver- 
mehrung der Harnsiurewerte nicht die Rede sein kann: im Gegenteil 
findet eine Abnahme, die mehr oder weniger gro} ist, statt, besonders 
wenn man den ,,Peptonfehler“ beriicksichtigt, der in den Proben ohne 
Harnsiurezusatz klar ausgedriickt ist. Nur eine Ahnlichkeit zeigen 
diese Versuche mit den vorher beschriebenen, nimlich daB die Kurve 
der Harnsiurewerte keinesfalls gleichmaBig verliuft, sondern dab 
zwischen den im allgemeinen abnehmenden Werten gelegentlich wieder 
Zunahmen erkennbar sind, eine Tatsache, die eben nur durch Bildung 
neuer Komplexverbindungen zu deuten ist. 
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Noch stirker waren die Schwankungen und UnregelmaBigkeiten, 
wenn statt des Zusatzes der einfach in Lithiumcarbonat gelésten Harn- 
siure kolloidale Harnsiurelésungen zugefiigt wurden, die nach den 
Angaben von Schade (3) bereitet worden waren. Ich méchte genauere 
Tabellen hieriiber noch nicht geben, da ich nicht weiB, ob nicht vielleicht 
Zufilligkeiten hierbei mitgesprochen haben. Immerhin mdéchte ich die 
auffallende Tatsache konstatieren, dai bei einem solchen Versuch, 
der iibrigens in gleicher Art wie die in den Tabellen V und VI geschil- 
derten angestellt worden war, die sofort gemachten Proben annaihernd 
die gesamte zugesetzte Harnsiure ergaben, wahrend nachher, nach der 
entsprechenden Verdauung im Brutschrank, auch bei den Proben ohne 
Fermentzusatz regelmaBige starke Abnahmen, nur durch gelegentliche 
Remissionen unterbrochen, zu konstatieren waren. Die Unterschiede 
bewegten sich hier in besonders weiten Grenzen. Zu registrieren ware 
noch die besonders in einzelnen Fallen, Tabelle V, beobachtete Ab- 
nahme der Harnsiiure ohne weiteren Zusatz. 

Wurden nunmehr menschliche Sera ohne einen kiinstlichen Harn- 
siiurezusatz in gleicher Weise behandelt, so ergaben sich auch hier 
Erscheinungen, die den bisher geschilderten sehr aihnlich waren. In 
den seltensten Fallen blieb, wenn man die Sera mit Trypsin versetzte 
und unter Zusatz von Thymol im Brutschrank belieB, die Harnsiiure- 
menge konstant. In fast allen Fallen zeigten sich bei den nach ver- 
schiedener Zeit angestellten Proben deutliche Abweichungen, in der 
Hauptsache teils im Sinne einer Zunahme, teils im Sinne einer Ab- 
nahme, mit auBerordentlich wenig Ausnahmen aber nur in gleichmabig 
an- oder absteigender Kurve. Fast stets finden sich Werte, die der 
urspriinglichen Richtung entgegengesetzt sind. Besonders auffallend 
ist hierbei, daB auch die Sera derselben Patienten sich durchaus nicht 
gleichmaBig verhalten, sowohl was die Art als auch vor allem die Inten- 
sitat der Anderung betrifft. Es mu8 dabei betont werden, daB die Sera 
stets morgens dem niichternen Patienten entnommen wurden, so dal 
irgendwelche bei der Verdauung auftretende Produkte keine Rolle 
spielen kénnen. Nachfolgend eine Auswahl solcher Versuche (s. Tab. VII). 

Irgendwelche Schliisse erlauben diese Zahlen vorliufig nicht: 
die Vorgiinge sind augenscheinlich auBerordentlich komplexe.  Auf- 
fallend sind die Zunahmen bei den ikterischen Patienten. Man kénnte 
vielleicht diagnostische Schliisse aus dem Verhalten des Serums der 
Patienten entnehmen, die wiederholt untersucht wurden, und zwar 
bei fortschreitender Besserung ihrer Krankheit. Bei den Ikterus- 
patienten Gr. und RI. wird die Zunahme der Harnsiure in den Serum- 
proten bei der Verdauung immer geringer. Es ist jedoch verfriht, 
darauf irgend eine Theorie bauen zu wollen, bevor man weil, welche 

Substanzen iiberhaupt fiir die Bindung der Harnsiure in Frage kommen. 
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Tabelle VII. 
mg Harnsaure in 100 ccm Serum 
Patient Diagnose 
sofort > nach nach nach 
2 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 
ae ee Nephritis a0: | =36 3,3 _ 
+ Slee gee day te i = ae 2,5 2,0 -- 
Srre7s f, Bu Urimie 3,0 =| 7,0 — - 
| Er at ce Nephritis Ya ee 7,0 4,8 
Fa. ‘eae are ? 3,5 3,3 3,6 4.8 
Sapa let aaa Nephritis 2,6 1,8 15 15 
me eo. eR Pseudoleukaémie 2,6 2.1 1,8 yy 
Sas Polyarthritis 2,0 2.0 20 2.0 
Gr. 1 Ikterus i= 4,3 — - 
Gr. 2 53 1,3 2,0 1,9 ~ 
<3) ae ‘3 1,6 15 — 1,2 
AR trate eee aA 2,2 2.4 3,7 — 
Rl. 1 1,0 1,6 1,2 2,1 
Rl. 2 1,9 1,8 — 2,5 
Sao a 1,7 1,7 2,0 2,2 
TE Mls sy ve 2,3 2,4 -- 2,0 


Es wurde nun zunichst einmal versucht, eine Reihe von Substanzen 
auf ihr Bindungsvermoégen fiir Harnsiure zu priifen. Nachdem es sich 
in den vorhergehenden Versuchen gezeigt hatte, daB Bindungen mit 
Eiwei8 durch Trypsin aufgespalten werden kénnen und die Harnsiure 
aus diesen in Freiheit gesetzt werden kann, wurde vor allem versucht, 
ob vielleicht andere Bindungen vorhanden sind, die man durch Hydro- 
lyse mit Saure oder Alkali sprengen kann. Ein Versuch mit einer 
Gelatinelésung zeigte zunichst, daB durch Zusatz von Siaure oder 
Alkali eine eventuell hier bestehende Bindung nicht aufgespalten wird. 
In dem Versuch der Tabelle VIII wurde zu 100 ccm einer 2 proz. Gela- 
tinelésung 5 mg Harnsiure in Lithiumcarbonat gelést zugefiigt und diese 
Lésung sowohl ohne Zusatz wie mit Zusatz von Salzsiure und Natron- 
lauge nach verschiedenen Zeiten auf ihren Harnsiuregehalt gepriift. 
Dieser wie auch die folgenden Versuche wurden stets so angestellt, 
daB zunachst alle Proben durch Zusatz entsprechender Menge Wasser 
auf das gleiche Volumen gebracht wurden und daB die mit Saure bzw. 
Alkali versetzten Proben vor der Enteiwei®ung, die wie stets mit 
Wolframat und Schwefelsiure erfolgte, genau neutralisiert wurden. 
Der Gelatineversuch ergab demnach folgendes: 


Tabelle VIII. 





| Nach | Nach 


Sofort 2 Tagen | 4 Tagen 
5cem + 0,5cem n/l HC! 3,9 3,9 3,9 
5 +10 ,, os 5 Re 4,1 3,9 | 4,0 
Seem | eae » NaOH . 3,7 1,0 0.9 
5 + 1,0 , i - 3,6 0,8 0,7 
B mia 3,7 0.6 0.6 
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Die Probe ergibt also keinen EinfluB der Saure, starke Abnahme 
bei Alkalizusatz, ein Befund, der stets beobachtet werden konnte, 
ferner eine starke Abnahme ohne jeden Zusatz, auch ohne Zufiigung 
von Thymol. Ohne Desinfizienz nimmt die Harnsiure in einfachen 
EiweiBlésungen, mehr oder weniger auch im Serum schnell erheblich ab. 

Von einer Priifung der Bindung mit niederen Kohlehydraten wurde 
zunichst abgesehen, weil die technischen Bedingungen ungiinstig er- 
schienen. Dagegen wurden einige Versuche mit léslicher Starke ange- 
stellt. Eine EnteiweiBung konnte hier erspart werden. Es wurde | mg 
Harnsiure mit 20 ccm einer | proz. Lésung von léslicher Starke und 
180 cem Wasser vermischt und je 25 ccm teils ohne, teils mit Siure 
oder Alkali nach verschieden langem Stehen im Brutschrank gepriift. 
Die Analyse erfolgte dann einfach in der Weise, daB 5 cem der Lésung 
nach Neutralisation auf 10 cem gebracht wurden und nun mit 4 ccm 
der Cyannatriumlésung und 1 cem des Reagens in der von Benedict 
angegebenen Weise behandelt wurden. Die angegebenen Harnsiure- 
werte sind so berechnet, als wenn enteiweiBt worden wire, d. h. als 
wenn es sich um ein zehnfach konzentrierteres Serum oder dergleichen 
handelte. Es sei an dieser Stelle die selbstverstaindliche Vorsorge noch- 
mals erwaihnt, da natiirlich auf ein Gleichbleiben der Volumina nach 
den Erwirmungen geachtet wurde und daB nétigenfalls das Volumen 
mit Wasser ergiinzt wurde. Das gilt auch fiir die anderen Versuche. 
Tabelle IX gibt die Versuche mit léslicher Starke. 





Tabelle IX. 

Nach Nach Nach Nach 
2Tagen | 3 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 

Ohne Zusatz, ohne Thymol 4,5 0,8 0,7 0,7 
™ ie mit + 4,4 4,3 4,4 3,3 
Mit 0,5 cem n/1l Salzsaure . 4,3 4,4 4,3 4,5 
see ke Be ne 4,2 4,4 4,2 4,2 
< -e He a Vi 4,3 4,3 4,2 5,4 
i ee os ., NaOH 4,5 1,5 1,0 1,1 
oe = i oa 4,8 1,0 0,8 0,8 
ee > 4,6 1,2 1,0 0,5 


Irgendwelche Aufspaltung von Komplexen la8t sich aus dieser 
Tabelle nicht herauslesen. Es scheint nicht zweifelhaft, daB der einzige 
beobachtete héhere Wert (5,4) auf Reduktion durch hydrolytisch ge- 
bildete niedere Kohlehydrate beruht. 

Da sich bei Ikteruskranken eine besondere Erhéhung der Harn- 
siurewerte gezeigt hatte, wurde zunichst ein dem Stirkeversuch 
ihnlicher Versuch mit Gallensiuren angestellt: Versuche mit Gallen- 
farbstoff, ferner mit Cholesterin stehen noch aus. Es wurden 0,2¢ 
Gallensiuren in 200 cem Wasser gelést, dazu 1 mg Harnsiure gegeben. 
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Im itibrigen wurde wie eben verfahren, auch die Werte sind ebenso 
berechnet. 





Tabelle X. 
ra sen Nach Nach Nach 
‘ 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 
25 cem + Thymol . tio tte. Ga 3,6 3,5 2,1 1,7 
2S, + oem a/l Fel... $,7 3,7 2,6 2,6 
,: ae . ee tte i ee $3.6 | 3,5 y Par | 2,7 
a0 |e og jo WOR 3,2 | Rt 0,7 0,4 
oe ine at tel 3,5 | 1,8 0,5 0,4 


2s ist hier also von keinem Freiwerden von Harnsiure die Rede, 
viel eher von einem Verschwinden aus einem schwer erklarlichen Grunde. 

Mischungen von Harnsiure mit Aminosiiuren, in gleichem Sinne 
behandelt, ergaben ebensowenig einen Anhalt fiir eine zu spren- 
gende Verbindung. Dagegen ergaben sich abweichende Resultate bei 
Mischungen von Harnsiurelésung mit Fetten. Schon bei Mischung 
von Harnséure und einer Suspension von Natriumoleat zeigte sich eine 
Zunahme bei Stehen im Brutschrank, und zwar sowohl allein als auch 
unter Zusatz von Saéure. So wurde z. B. ein Ansteigen von 2,4 auf 
3,1 mg beobachtet. Noch deutlicher zeigte sich dieses Verhalten, wenn 
eine Lecithinlésung untersucht wurde. Eine durch Schiitteln mit 
Wasser hergestellte, ungefihr 0,2 proz. Lecithinsuspension wurde mit 
Harnsaurelésung versetzt, so daB auf 60 cem 6 mg Harnsiure kamen. 
Je 5cem der Lésung wurden mit Saure bzw. Alkali versetzt, die Lé- 
sungen auf das gleiche Volumen aufgefillt und wie stets bei 37° gehalten. 
Zur Harnsiureanalyse wurde 1 ccm der Suspension zunichst durch 
die entsprechende Menge Alkali bzw. Saure neutralisiert, dann mit 
Wasser bis auf 9 ccm aufgefiillt und durch Zusatz von 1 ccm n/1 H,SO, 
ausgefallt. 5 ccm des Filtrats wurden mit 0,5 ccm n/l NaOH neutra- 
lisiert, auf 10 ccm aufgefiillt und die Farbenreaktion in iiblicher Weise 
angestellt. Es ergaben sich folgende Werte: 


Tabelle XI. 





pe. he ae 
5cem ohne Zusatz ity 4,4 4,7 5,3 4,6 
5 ,, +0,7¢em n/l HCl 4,6 5,0 5,9 4,2 
5 rt 4,5 5,1 5,8 4,8 
eo eee ee 4,5 4,9 5,7 4,6 
6 OD NOOR. 4,0 2,5 0,8 0,6 
aa eS eae a ok 3,7 3,0 0,9 0,5 
De eM ons, an “a 3,8 3,4 0,8 0,6 


Es ist demnach eine deutliche Zunahme zu konstatieren, die freilich 
spater in eine Abnahme iibergeht; wir sehen also hier ein ahnliches 
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Verhalten, wie bei den Seris. Natronlauge wirkt, wie auch sonst, 


mindernd. Auch bei Zusatz von Harnsiure zu einer Suspension von 
Lecithin in Ol gelést in Serum zeigen sich die gleichen Verhiiltnisse. 
25ccem Serum mit sehr geringem Harnsiuregehalt wurden mit 2 mg 
Harnsiure in Lithiumcarbonat versetzt und mit 0,2 g Lecithin in 1 ccm 
Ol auf der Schiittelmaschine | Stunde lang geschiittelt. Die abfiltrierte 
Lésung wurde in vier Teile geteilt, diese verschieden (mit Siure, Trypsin) 
behandelt und mehrere Tage lang im Brutschrank belassen und wieder- 
holt untersucht. Ein gleicher Versuch wurde so angestellt, daB die 
Serum-Harnsiurelésung mit reinem Arachis6l (0,5 cem) und endlich 
in einem dritten Versuch mit 0,2 ccm 6lsaurem Natrium geschiittelt 
wurde. Enteiweibung und weitere Behandlung erfolgte wie stets, wo 
néotig nach Neutralisation. 


Tabelle XII. 





. Nach Nach 
Sofort 1 Tag 2 Tagen 
A. Versuch mit Natriumoleat: 
5cem + 1,2cem Wasser........ 3,9 4,5 &,! 
Ra te ag Os 6 eS 3,8 4,4 5,2 
D5, + 2,3, whe a MS aM et Tage a8 4,4 5,2 
5 , +1,2 ,, Wasser+ Trypsin... 3,8 3,6 4,3 
B. Versuch mit Oleum arachidis: 
S.cem + 1,2 com Want. . 2 6a Se 3,8 4,6 5,6 
5 , +1,2 , n/lO H,SQ,. 3,7 4,6 5 
er +12 .,, n/S0 a fag 3,8 4,6 6,0 
5 ,, + 1,2 ,, Wasser + Trypsin 3,7 4,1 4,2 
C. Lecithinversuch: 
5com + 1,2cem Wasser........ 3,6 3.8 3,7 
So 4 -33 ;} BeAod H,SQ,. a ee 3,5 4,4 5,6 
5, +1,2.,, n/50 2 A eh ae 3,6 4,5 5,0 
5 + 1,2 Wasser + Trypsin... . 3,6 3,0 2,0 


s° 99 
Zu allen Proben war Thymol zugegeben. 


Diese Tabellen zeigen deutlich, dais Harnsiiure von Fetten sowie 
von Lecithin in einer Form gebunden wird, die zum Teil schon beim 
Stehen in erhéhter Temperatur, sicher aber durch Behandlung mit 
Saiuren aufgespalten werden kann. 

Man kann eine iahnliche Erscheinung auch bei Patientenseris 
beobachten. In Fallen, wo durch Trypsinbehandlung eine Freimachung 
von Harnsiure nicht gelingt, kann unter Umstiinden durch Saure- 
spaltung die Harnsiure analysierbar gemacht werden. Serum des 
Patienten F., chronische Nephritis, Sektion ergibt Granularatrophie 
der Niere, Stauung und Verfettung der Leber, wurde einerseits mit 
Trypsin, andererseits mit Siure versetzt, in allen Fallen auf das gleiche 
Volumen gebracht und in iiblicher Weise mehrere Tage lang beobachtet. 
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Tabelle XIII. 





. Nach Nach Nach 

Sofort 1 Tag 2 Tagen 3 Tagen 
5cem mit Trypsin + Thymol. 7,2 7,6 6,6 1,2 
5 + 1,2 cem n/l HCl 7,1 5,1 7,0 7,0 
Bigg | FOES 5, is ‘i ‘ie 7,8 th 8,7 
S a we ss - 9 7,2 7,8 7,0 8,6 


, 

Die Kurven verlaufen auch hier nicht ganz gleichmaBig. Sicher 
ergibt sich aus ihnen, daB, wahrend die Trypsinbehandlung nach ge- 
ringem Anstieg eine dauernde, zuletzt starke Abnahme zeigt, die Saure- 
behandlung zu erheblich héheren Harnsiiurewerten fiihrt. 

Ahnliches Verhalten wurde wiederholt beobachtet. 

Uberblickt man diese Resultate und vor allem das in den fritheren 
Tabellen gegebene Material, so scheint mit Sicherheit eins festzustehen : 
die Harnsaure ist im Serum sowie auch in Eiweiflésungen in ahnlicher 
Weise auch bei Gegenwart anderer Substanzen, insbesondere von 
Fetten und Lipoiden, nicht nur in freiem Zustande, sondern hiaufig 
auch in solchen Bindungen vorhanden, welche die Analyse mit den 
iiblichen Methoden verhindern. Erst wenn die Harnsiiure aus diesen 
Verbindungen gelést wird, wird sie analysenfihig. Eine Sprengung 
dieser Verbindungen kann auf verschiedene Art geschehen: wie oben 
gezeigt wurde, gelingt sie je nach der Art des anderen Komponenten 
durch fermentative Wirkung oder durch Siaurehydrolyse. Es bleibt 
dahingestellt, ob nicht andere Bindungen auf andere Weise zum Zerfall 
gebracht werden miissen. Fir die Harnsiurebestimmung im mensch- 
lichen Serum ergibt sich die Nutzanwendung, da8 mit den bisherigen 
Methoden nur in wenigen Fallen die wirkliche Harnsiure festgestellt 
worden ist. Meist wurde nur ein gewisser ,,freier Teil‘ bestimmt. Eine 
weitere Aufgabe wird es sein, diese Bindungen der Harnsiure weiter 
zu verfolgen und ferner ein Verfahren zu finden, mit dem die gesamte 
Harnsiiure festgestellt werden kann. Es ist zu erwarten, daB sich aus 
dem Vergleich der nach den bisherigen Methoden festgestellten so- 
genannten ,,freien Harnsiure‘“‘ und der gesamten vorhandenen Harn- 
siiure interessante Schliisse ergeben werden. Es ist sehr wahrscheinlich, 
daB dieses Verhiltnis bei verschiedenen Krankheiten ein ganz ver- 
schiedenes sein wird und daB besonders fiir die Pathologie des Nuclein- 
stoffwechsels sich wichtige neue Aufschliisse ergeben werden. 


Literatur. 


1) Folin und Wu, Journ. of biol. Chem. 38, 81, 1919; vgl. auch Pin- 
cussen, Mikromethodik. — 2) Benedict, Journ. of biol. Chem. 51, 187, 1922. — 
3) Schade, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 1, 1922. 
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Fermente und Licht. I. 
Diastase I. 
Von 
Ludwig Pincussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stadt. Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. September 1922.) 


Uber die Beeinflussung der Fermente durch Strahlung, und zwar 
sowohl durch die sichtbaren Strahlen wie den ultravioletten Teil, liegt 
eine ziemlich groBe Reihe von Angaben vor. Ich erwahne, speziell 
was die Diastase betrifft, die Arbeit von Hertel (1), der eine Schwachung 
durch ultraviolette Strahlen fand, wahrend Emmerling (2) durch Tages- 
licht nur eine geringe Schidigung feststellte, wenn Sauerstoff ab- 
geschlossen war. Die Wirkung des Sonnenlichtes wird nach den Unter- 
suchungen von Tappeiner und Jodlbauer (3) und ihren Mitarbeitern 
durch Zusatz fluoreszierender Farbstoffe erheblich gesteigert auch 
ohne Sauerstoffzutritt. Genauere Untersuchungen sind von Reynolds 
Green (4) ausgefiihrt worden; hiernach wird Amylase in ihrer Wirkung 
durch einzelne Teile des Spektrums zum mindesten voriibergehend 
geférdert, wihrend auch er die Schidigung durch ultraviolette Strahlen 
angibt, ein Befund, der auch von Chauchard (5) bestatigt wird. Die 
bisherigen Angaben beziehen sich zum Teil auf die Diastase des Speichels, 
besonders aber auf die pflanzliche Diastase aus Malz. 

Die nachstehenden Untersuchungen sind angestellt mit einem 
von Griibler hergestellten Malzdiastasepraparat, das lésliche Salze in 
erheblicher Menge nicht enthielt. Etwas unlésliche Asche bleib beim 
Verbrennen zuriick. Die Lésungen wurden durch Schiitteln des Pri- 
parates mit der entsprechenden Menge Wasser auf der Schiittelmaschine 
hergestellt, die Lésung durch ein einfaches Filter filtriert, wobei eine 
ganz klare Fliissigkeit erhalten wurde. Die Priifung der Wirksamkeit 
erfolgte mit Hilfe der von Wohlgemuth angegebenen Reihenmethode, 
indem zu absteigenden Mengen Diastaselésung (je 1 cem) 2 cem einer 
0,l proz. Lésung léslicher Starke zugefiigt wurden. Es wurde stets 
fiir den Verdauungsversuch von einer 0,125proz. Lésung ausgegangen, 


stiirkere Lésungen also zuniichst auf diese Verdiinnung gebracht. 
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Zwei Arten von Reihen wurden benutzt; erstens eine solche, bei der 
jedes Roéhrchen die halbe Menge Diastase des vorherigen enthielt, 
also eine Verdiinnung 1:2:4:8 usw., zweitens eine Reihe, bei der 
jedes Réhrchen */, der Fermentmenge des vorhergehenden enthielt, 
also 1:?/,:4/, usw. Die Verdauung wurde in einem konstanten Wasser- 
bade von 38° vorgenommen, in welches die Réhrchen zusammen in 
Drahtkérben hereingesetzt wurden und 30 oder 40 Minuten verblieben. 
Nach dieser Zeit wurden sie sofort in ein Gefi® mit kaltém Wasser 
iiberfiihrt und nach Abkihlung durch Zusatz von Jodlésung die Grenze 
des Abbaues festgestellt.* In Anlehnung an einen Vorschlag von 
Michaelis (6) benutzte ich je 2ccm einer n/1000 Jodlésung, wodurch 
die Unterschiede auBerordentlich praignant werden. 

Die gréBte Zahl der Versuche ist mit dem ultravioletten Licht der 
Quarzlampe von Heraeus (Handelsname:  kiinstliche H6éhensonne) 
ausgefiihrt. Die Belichtung durch die 40 bis 60 cm iiber den Lésungen 
hingenden Lampe erfolgte in offenen, flachen GefaiBen. Die Kontroll- 
proben standen neben den Lichtproben nur durch einen Aluminium- 
deckel geschiitzt. Temperaturdifferenzen bestanden auf diese Weise 
nicht. Es scheint itibrigens, daB in gewissen Grenzen die Temperatur 
ohne EinfluB auf eine mégliche Lichtschidigung ist. Die Versuche 
mit Sonnenlicht wurden in gleicher Weise so angestellt, daB die Lésungen 
im Freien der Sonne ausgesetzt wurden: auch hier standen die un- 
belichteten Kontrollen daneben. Temperaturunterschiede tiber 1 bis 2° 
zwischen Hell- und Dunkelproben wurden auch hier niemals fest- 
gestellt. Bevor die behandelten Lésungen zum Abbauversuch benutzt 
wurden, wurde stets festgestellt, ob das Volumen unveriindert geblieben 
war, wenn erforderlich, zur urspriinglichen Menge mit Wasser auf- 
gefiillt. 

Die Versuche sollten priifen, ob und inwieweit verschiedene Fak- 
toren die Lichtwirkung beeinflussen kénnen; es kommen hier in Frage 
die Verdiinnung, die Reaktion sowie Zugabe anderer Substanzen. 
Wenn sie auch noch nicht abgeschlossen sind, stehen manche Tat- 
sachen mit Sicherheit fest. Es ist in diesen Versuchen vorliufig davon 
abgesehen worden, mit der vielfach angenommenen und nicht un- 
wahrscheinlichen Theorie der Zweiteilung des Diastaseferments zu 
rechnen, ebensowenig ist auf die Frage des Zymogens Riicksicht ge- 


nommen. 
Die Zeichen in den Tabellen bedeuten: 
x ganz unverdaut (rein blaue Fiarbung), 
¥ fast unverdaut (blau mit rétlichem Stich), 
x teilweise verdaut (Rotfirbung), 
/ fast verdaut (schwach rot), 
kein Zeichen: voéllig verdaut. 
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Zunachst war die Einwirkung des Lichtes prinzipiell zu priifen. 
Hier ergab sich zunichst (Tabelle I), da auch bei héherer Konzen- 
tration eine Besserung der Fermentwirkung durch Sonnenlicht nicht 
festzustellen ist. Bei geringerer Konzentration findet eher eine geringe 
Schadigung statt, die unter Umstiinden zunehmen kann. In den meisten 
Fallen ist bei héherer Konzentration Sonnenlicht indifferent. Dab 
auch die starker gebrochenen Strahlen schidigend wirken kénnen, 
ergaben der Raumersparnis wegen hier nicht ausfihrlich mitgeteilte 
Versuche mit hochkerzigem Gliihlicht, die ebenfalls eine Abnahme der 
Fermentwirkung zeigten. 

Tabelle I. 

Einwirkung von Sonnenlicht (3 Stunden) auf 0,5°% Diastase. 
Diastase 0,5%, nach Behandlung auf das vierfache Volumen aufgefiillt. 
Je lceem Fermentlésung in abnehmender Konzentration: Reihe 1: 2/; 
:4/, usw. + 2cem Stiarkelésung (stets 0,1 %). 





Rohrchen 
1 2 3 7 5 6 
Belichtet. ..... x «Ki & 
Unbelichtet .... x | KIX 


Im Einklang mit den Untersuchungen friiherer Autoren wirken 
ultraviolette Strahlen in jedem Falle schidigend auf die Malzdiastase 
(Tabelle II). Das Ma der Schidigung schwankt jedoch in sehr erheb- 
lichen Grenzen und ist auBerordentlich abhingig von der Verdiinnung. 
Dies wird deutlich illustriert durch die unter ganz gleichen Bedingungen 
angestellten Versuche der Tabelle III. 


Tabelle II. 


finwirkung von ultravioletten Strahlen (2 Stunden). 
Diastase 0,5. Versuchsanordnung, Verdiinnung, Reihe wie Tabelle [. 





Robrchen 
ree ee eae eee 
Bestrahit. ..... a ee ae 
Unbestrahlt x | 1X 


is ergibt sich also im besten Falle (Sonnenlicht) Unwirksamkeit 
des Lichtes, bei Quarzlicht mit der Verdiinnung zunehmende Schi- 
digung. 

Die zweite Frage war die nach dem EinfluB der Reaktion. Zu- 
nichst wurden Versuche angestellt, durch einfachen Zusatz von Saure 
bzw. Lauge zu der wisserigen Diastaselésung saure oder alkalische 
Reaktion herzustellen. Wie sich aus nachfolgendem ergibt, hat auch 
hier die Verdiinnung der Lésung einen nicht unerheblichen Einflui. 
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Tabelle Il. 
Wirkung ultravioletter Strahlung bei verschiedenen Verdiinnungen. 
Quarzlampe 40cm Entfernung, 75 Min. Reihe 1: 2:4:8. Vor Starke- 
zusatz alle Proben auf gleiche Verdiinnung (0,125%) gebracht. 





Disseene: Rohbrchen 
verdunnung 

O45 ee as 16 
10 hell ie ani 4 
dunkel Ki xX 

05 hell > ae ae « 
e dunkel ee: 
0.25 hell ie a am 
et dunkel x |x 
0.125 hell x “Ki K K ®€ 
Ratt dunkel ae. | 


Bei 0,5proz. késungen wurde im Gegensatz zu bestehenden Angaben 
eine nur sehr geringe Schadigung des Fermentes — ohne Belichtung — 
gefunden. Wie Tabelle IV ergibt, war sie iiberdies gleich, ob die ganze 
Lésung n/500 oder n/2000, bezogen auf Natronlauge, war. Das Quarz- 
licht erzeugte in diesen Lésungen keine Schidigung, die die der ein- 
fachen wisserigen Lésung iibertraf. 


Tabelle IV. 
FinfluB der Reaktion auf die Lichtschadigung. 
Quarzlampe 90 Min. Diastase 0,5%. Zusatz von NaOH 60 cem. 
Reihe 1: 2: 4. 





R6hbrchen 


1 2 3 4 5 6 


2 +lcem n/50 NaOH ..... + oll ne - 8 
; +lcem n/100 NaOH... ... yond x x 
: +lcem n/200 NaOH. .... Ske 2 ¥ x 
: +h oem Waseer. . . . 6.) al 7 x x 





Entsprechend den Angaben anderer Autoren ist die Schadigung 
durch Siiure — auch im Dunkel — stark ausgesprochen. Auch bei 
einer 0,5proz. Diastaselésung hebt ein Gehalt an Schwefelsiure, der 
die Lésung n/500 macht, die Fermentwirksamkeit fast vollstandig auf 
(Tabelle VY). 
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Tabelle V. 
EinfluB der Reaktion. 


Quarzlampe 90 Min., 60cm Entfernung. Diastase 0,5°,. Saurezusatz. 
Reihe 1: 2: 4. 





Roébrchen 
1 2 3 4 5 6 
iy wee - hell Mi MIM) M1 HM) * 
: leem n/50 H,SO, dunkel |x MiMi MIM! ¥ 
3 +leem n/100 H,SO,.... . pool wl 2 x x 
= + leem n/200 H,SO,. pal rs : x x 
> | + leem Wasser . Hankel : x x 





Belichtet man verdiinnte Lésungen, 0,125 proz., so wird bei Schwefel- 
siiurezusatz die Schidigung erheblich stirker; sie fiihrt schon bei 
einer Konzentration, die einer n/1000 Saiure entspricht, zu einer absoluten 
Vernichtung der Fermentwirkung, unterschiedslos, ob im Licht oder 
Dunkel. Zusatz von Natronlauge dagegen schidigt (Tabelle VI) noch 
in Lésung von n/500 nur in maBigen Grenzen: die Lichtschadigung 
ist im Gegensatz zur 0,5proz. Lésung deutlich starker als ohne Zusatz 
von Alkali. 

Tabelle VI. 
EinfluB der Reaktion. Quarzlampe 45 Min., 40cm. Diastase 0,125 °). 








Rohrchen 
1 2 3 4 5 6 
z (+ leem n/50 NaOH. i x & x x 
EF +1eem n/loo NaoH.... Bel K | %| eM! x 
Z + lecem Wasser . ll x xX x 3: ~ 


Ahnlich sind die Verhiltnisse, wenn die Reaktion durch Zugabe 
von Pufferlésungen hergestellt wird. Ich verwendete in allen Fallen 
Mischungen von primiirem und sekundirem Phosphat. Eine spezifische 
Wirkung kommt, wie auch Michaelis festgestellt hat, dem Phosphat 
augenscheinlich nicht zu: man kann also die Wirkungen direkt auf 
die Reaktionsinderung beziehen. Auch hier zeigt sich der Einflu® 
der Verdiinnung. Bei 0,5proz. Diastaselésung ist (Tabelle VII) die 
Wirkung des Lichtes bei verschiedenen Reaktionen kaum voneinander 
unterschieden; es besteht kein Unterschied zwischen saurer, neutraler 
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und alkalischer Reaktion gegeniiber der Probe mit Wasser: es scheint 
sogar eine geringe Besserung unter Lichtwirkung stattzufinden, fiir 
die eine Erklarung bisher noch aussteht. Es werden hier noch weitere 
Versuche nétig sein. Bei Anwendung einer 0,25proz. Diastase ist die 
Lichtschidigung schon deutlicher ausgepriigt. Eine Tabelle, die dies 
zeigt, glaube ich Platzersparnis halber fortlassen zu diirfen. Wird endlich 
eine noch verdiinntere, eine 0,125proz. Diastaselésung der Bestrahlung 
ausgesetzt, so treten die Unterschiede noch viel deutlicher hervor. 
Wihrend die Dunkelproben einen wesentlichen Unterschied nicht 
zeigen, besonders auch nicht gegeniiber Wasser, so ergeben die ent- 
sprechenden bestrahlten Proben sehr deutlich, da die Hemmung 
durch Licht am stirksten bei einer Reaktion von Pa = 4,6 ist, also 
der Reaktion, die die optimale fiir die Wirkung der Malzdiastase ist. 
Bei einer p, 5,9 und 6,5 entspricht die Lichtschidigung der ohne Zusatz 
eines Puffergemisches, waihrend bei einer Py 7,0 und 7,4 die schadigende 
Beeinflussung am geringsten ist: hier ist die Schadigung sogar geringer 
als in einfach wiisseriger Lésung. 


Tabelle VII. 
Einflu8 der Reaktion (mit Puffern). 


Diastase 0,5°%, Quarzlampe 60cm, 120 Min., Phosphatgehalt m/30. 
Reihe 1: 2/,: 4/5. 








Robrchen 
PH ~ 
1 2 3 4 5 6 
Z + leem Phosphatmischung .... 46 x = z 
: + ; ¢ x §K & 
4 T ] 3 9 are eee 6.9 x x x 
aa4% . z Se KR RK & 
ai x KK & 
weds ME on ey i wath Rigg * Me s 


Betreffs der Methodik soll, obgleich selbstverstindlich, noch er- 
waihnt werden, daf’ vor der Auffillung auf Volumen und Ansetzung 
zur Verdauung simtliche Proben durch Zusatz entsprechender Mengen 
Alkali bzw. Saiure, bei Anwendung von Phosphatgemischen entsprechen- 
der Phosphatlésung auf die gleiche Aziditit gebracht wurden. 

Das Ergebnis dieses Abschnittes ist also, was die Lichtwirkung 
betrifft: Abhangigkeit von der Verdiinnung, stark schidigender Ein- 
flu8 saurer, verhaltnismaBig geringer alkalischer Reaktion. Bei Zusatz 
von Phosphatpuffern liegt das Maximum der Lichtschadigung bei der 
fiir die Fermentwirkung optimalen Reaktion. 
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Tabelle VIII. 


EinfluB der Reaktion (mit Puffern). 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 60 Min., 40 em. Phosphatgehalt m/30. 
Reihe 1: 2/5: 4/s. 








Réhbrchen 
Pu - > 

l 2 3 a 5 6 7 S 

_+ lecem Phosphatgemisch . 4,6 x KK X x = a 

4% 5. x1 Mi Mi 

2 5.9 x % x 

if athe ; x x x *K x*« 

3 1 6,5 x * ¥ 
*] 

Pa. ” KX K K xX 

g)t' 4 x x 

. +4 74 KR K ER 

e| » x X 

> | + x | |] |e 

rr 5 a . | 8,0 x & 

+1 ,, Wasser x RK & ¥ x 


Weitere Versuche sollten zunichst einen Uberblick iiber das Ver- 
halten einiger Salze geben. Dab Salze, speziell die Siureionen, bei 
der Wirkung der Diastase eine erhebliche Rolle spielen, ist bekannt. 
Speziell tiber ihren EinfluB bei der Speicheldiastase liegen ausfiihrliche 
Untersuchungen von Michaelis und Pechstein (|. c. 6) vor. Bei unseren 
Versuchen zeigte sich nur eine geringe Wirkung des Sulfations, des 
Nitrations sowie des Chlorions, wihrend das Jodion schon im Gegensatz 
zu den ersten drei im Dunkel eine schidigende Wirkung ausiibte. Bei 
Belichtung der 0,125proz. Lésung mit der Quarzlampe (Tabelle IX) 
ergab sich fiir das Sulfat wie das Chlorid ungefihr eine Schidigung, 
welche der ohne Salzzusatz entsprach, wihrend durch Jodid eine 
absolute Hemmung der Diastasewirkung erzeugt wurde. Im Gegensatz 
hierzu ergab die Nitratprobe eine deutliche Besserung, auch gegeniiber 
der Probe ohne Salz. Es wird nétig sein, diese Ergebnisse weiter zu 
verfolgen. 

Eigenartige Verhiltnisse ergaben sich bei Zusatz von Lésungen 
einiger Zucker zur zu bestrahlenden Diastaselésung. Wie Tabelle X 
ergibt, wurde im Sonnenlicht eine 0,5proz. Diastaselésung erheblich 
mehr geschidigt als die Fermentlésung ohne Zusatz: auch die Proben 
mit Zusatz von Rohrzucker und Fruchtzucker ergaben eine, wenn 
auch geringere Wirkungsbeeintrachtigung. Bei starkeren Verdiinnungen 
wurden ahnliche Verhiltnisse beobachtet, ohne daB jedoch, wie in 
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Tabelle IX. 
EinfluB der Zugabe von Salzen. 
Diastase 0,125. Quarzlampe 75 Min., 40cm Entfernung. 
Reihe 1: 2: 4. 








Robrchen 

1 2 | 4 5 6 
tof-+lcem Wasser. ....... as LiK' NR 1 
Z + leem N ésung hell KM Mi Me! 
; leem Na, SO,-Lésung 5 proz. atta x x 
3 leem NaNO,-Lésung 5proz. yon x ® +3 oS 
a}|+1leem NaCl-Lésung 5proz. . yt x Kix 5) 2 
> {+ leem NaJ-Loésung Sproz. . a x« RK - . . 





friiher beschriebenen Versuchen, die Schidigung mit der Verdiinnung 
der Fermentlésung zunahm. Als Grund muB wohl angenommen werden, 
daB durch Belichtung Produkte gebildet werden, die nun ihrerseits 


schadigend wirken. 


Tabelle X. 


Einflu8 der Zugabe von Zuckern. 
Diastase 0,5%. Sonnenlicht 3 Stunden. Reihe 1: 2: 4. 











Rohrchen 
] BEBe Bi $16 
; " hell Ki «Mi «Me 

2 salts 
Z + 2cem Glukoselésung 5proz. . pC x & & 
: + 2ccm Saccharoselésung 5proz. sa * ¥ * 
3 zs P hell x Kx xX 
2] + 2cem Lavuloselésung 5proz. 
g dunkel xi Xx) X 
ps + 2com Wasser. ......./] roa < 1 





Auffallenderweise liegen die Verhaltnisse bei Belichtung mit ultra- 
violettem Licht ganz anders. Tabelle XI gibt einen solchen Versuch 
wieder, der mit einer 0,25proz. Diastaselésung ausgefiihrt worden ist: 
andere Verdiinnungen verhalten sich ganz entsprechend. Hier ist keine 
gréBere Schadigung zu bemerken, wenn Zucker zugesetzt wurden. 
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Tabelle XI. 


KinfluB der Zugabe von Zuckern. 
Diastase 0.25%. Quarzlampe 90 Min. Reihe 1: 2: 4. 





Rohrchen 


l 2 3 4 5 6 


~ (+ 2cem Glukoselésung 5proz. . Pe Big x x x 
: + 2ccem Saccharoselésung 5proz. ies dle: x | x x 
, + 2cem Lavuloselésung 5proz. yan tle aye x x x 
3 slate hell kK KX X KX 

+ 2cem Wasser. dunkel x KX 





Kine Substanz, welche imstande ist, die Diastase gegen Licht- 
schidigung in gewissem Mafe zu schiitzen, wurde im Glykokoll ge- 
funden. Bei héheren Fermentkonzentrationen ist dieser EinfluB auch 
erkennbar, er wird besonders deutlich bei geringeren Konzentrationen, 
wie Tabelle XII an einem Versuch mit 0,125proz. Diastaselésung unter 
Quarzlampenbelichtung zeigt. Die Schutzwirkung ist hiernach recht 
bedeutend. In welcher Art das Glykokoll wirkt, mu8 zunachst dahin- 
gestellt bleiben. Neben einer spezifischen Wirkung wire auch in Be- 
tracht zu ziehen, da Glykokoll die Reaktion nach der alkalischen 
Seite hin verschiebt und ein Teil der ,,Schutzwirkung™ hierauf zuriick- 
zufiihren wiire. Nach den Versuchen der Tabelle VIII ist es jedoch 
kaum méglich, die Besserung nur aus die Reaktionsverschiebung zu 
erklaren. 

Tabelle XII. 
EinfluB der Zugabe von Glykokoll. 





Diastase 0,125%. Quarzlampe 70 Min. Reihe 1: 2: 4. 


Rébrchen 
| 7 
| l 2 3 4 5 6 


» ite hell x KX KX K & 
3 | +lccom Wasser....... dunkel xix & 
°£ | + Lecm Glykokollésung Sproz. Hl ict "Xe x 





Endlich war noch zu untersuchen, ob die Zugabe des Substrats, 
also der Stirkelésung, das Ferment gegen Bestrahlung schiitzen kann. 
Um eine Verdauung wihrend der Belichtung so weit als méglich aus- 
zuschalten, wurden zur Bestrahlung mit der Quarzlampe die Gefaibe 
in Eiswasser eingestellt mit einer Temperatur von maximal 3°. Aus- 
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gegangen wurde von einer 0,125proz. Diastaseldsung. Zu 10 ccm 
dieser wurden 20 ccm Stiarkelésung gegeben, die Lésung in zwei Teile 
geteilt, der eine in offener Schale wie stets belichtet, der andere in dem- 
selben Eiswasser mit einer Metallhiilse bedeckt. Wiahrend der Bestrah- 
lung waren bereits die erforderlichen Zusatzlésungen aus Stiirke und 
Wasser hergestellt worden, und unmittelbar nach der Belichtung wurden 
dann von der Hell- und Dunkelprobe die berechneten Mengen in die 
betreffenden Reagenzgliser hineingetan, so dais keine Zeit verloren 
und eine stiirkere Verdauungsreaktion ausgeschaltet blieb. In wblicher 
Weise wurden die Réhrchen dann in das Wasserbad gebracht und wie 
stets behandelt. Tabelle XIII zeigt das Resultat des Versuchs: einen 
deutlichen Schutz der belichteten Diastaselésung durch Stirkezusatz. 
Die Verdauung der Lichtprobe ist kaum schlechter als die der Dunkel- 
probe, sie entspricht der Wirkung der unbelichteten Diastase ohne 
Starkezusatz. 





Tabelle XIII. 


Einflu8 der Zugabe von Starke. 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 60 Min. Reihe 1: 2: 4. 





Roéhrchen 
BREMERYROCSE } 
7. ge hell | > a es 
5,0 Diastase + 10,0 Starke... . | dankel | x  X 
‘ : || hell xX KX KK ®&® 
Pe EO cee wn dunkel |) Kx xX 


Da bei diesem Versuch im Gegensatz zu allen anderen die Ferment- 
lésungen bei niederer Temperatur gehalten wurden, muBte noch kurz 
nachgesehen werden, ob in diesen Grenzen die Temperatur einen Ein- 
flu8 hat. Ein Vergleich zwischen 3 und 20°, wie er in Tabelle XIV 
niedergelegt ist, ergab in diesen Grenzen keinen Unterschied; es bleibt 
die Frage offen, ob bei héheren Temperaturen Differenzen auftreten. 


Tabelle XIV. 


tinfluB der Temperatur. 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 60 Min. Reihe 1: ?/3: 4/9. 





| Rébrchen 


l 2 3 4 5 6 7 8 


hell maid xix KK” 

20°C eae A ee ee dunkel | x K | *K 
39C hell xi xe1| «MX | x ; 
y dunkel x KX ® : 
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Versuche, in denen gepriift werden sollte, ob belichtete und ge- 
schadigte Diastase wieder reaktiviert werden kann, fiihrten zu keinem 
biindigen Ergebnis. Es scheint, da®B unter Umstiinden Nitrat in solcher 
Weise wirken kann. Weitere Versuche hieriiber sind im Gange. 

Die vorstehenden Versuche zeigen, daB es sich bei der Lichtwirkung 
um eine ziemlich komplizierte Erscheinung handelt. Die Wirkung 
des Lichtes auf die Malzdiastase ist abhingig von der Verdiinnung, 
von verschiedenen Begleitkérpern und vor allem von der Reaktion. 
Die gréBte Lichtschiidigung erfolgt bei einer Reaktion, die als die 
optimale fiir die Fermentwirkung anzusehen ist. Es scheint demnach, 
da das Fermentmolekiil bei seiner optimalen Wirkungsreaktion be- 
sonders labil gegeniiber der Lichtenergie ist. Weitere Folgerungen 
sollen hieran vor der Hand nicht gekniipft werden. 

Diese Mitteilung bildet nur den Anfang einer geplanten genaueren 
Erforschung der Beziehungen zwischen Strahlung und Fermenten. Sie 
wird nach verschiedenen Richtungen hin fortgesetzt werden. 
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1) Hertel, Zeitschr. f. allg. Physiol. 4, 1, 1904. — 2) Emmerling, Chem. 
Ber. 34, 3811, 1901. — 3) Jodlbauer und v. Tappeiner, Deutsch. Arch. 
f. klin. Med. 85, 836; 87, 873. — 4) Green, Phil. Transact. Roy. Soc. 188, 
167, 1897. — 5) Chauchard, C. r. 158, 1575, 1914. — 6) Michaelis und Pech- 
stein, diese Zeitschr. 59, 77, 1914. 
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Urease I. 
Von 


Ludwig Pineussen und Naosaburo Kato. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Stadt. Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. September 1922.) 


Die Angaben iiber die Wirkung des Lichtes auf die Urease sind 
ziemlich sparlich. Sie enthalten nichts als die Feststellung, daB bei 
langerer Einwirkung des Lichtes die Ureaselésungen geschidigt werden 
[ Wester (1), Onodera (2)}. Bei der Wichtigkeit, welche dem Lichte 
fiir die Stoffwechselvorgiinge in der Pflanze zukommt, scheint es er- 
wiinscht, diese Wirkung niher zu analysieren. 

Die fiir unsere Versuche verwendete Urease wurde nach bekannter 
Methode aus Sojabohnen gewonnen. Das feine Bohnenmehl wurde 
in der Kalte erschépfend mit Petrolither extrahiert, da erfahrungs- 
gemifB das Fett die Fermentwirkung stark beeintrichtigt. Es bleibt 
dahingestellt, ob es sich hierbei um rein mechanische Verhiltnisse 
handelt, oder ob vielleicht eine Fettkomplexverbindung vorliegt, die 
gewissermaBen als Zymogen der Urease betrachtet werden kann. Das 
entfettete Mehl wurde mit der vier- bis fiinffachen Merge Wasser 
extrahiert, die erhaltene Lésung durch eine Nutsche klar filtriert und 
das Filtrat im Faustschen Apparat bei einer Temperatur von 35° auf 
flachen Glasschalen eingetrocknet. Mit Hilfe eines scharfen Spatels 
wurde die erhaltene Schicht abgekratzt, die so erhaltene Masse im 
ixsikkator iiber Chlorcalcium getrocknet, pulverisiert und nochmals 
getrocknet. Das erhaltene Pulver halt sich, ohne seine Wirkung ab- 
zuschwichen, im verschlossenen Glase lange unverindert. Von diesem 
Priparat wurden stets frische Lésungen in destilliertem Wasser her- 
gestellt, und zwar wurden stets 0.5proz. Lésungen verwendet. 

Als Lichtquelle dienten in den meisten Versuchen Sonnenstrahlen, 
in einzelnen das ultraviolette Licht der Quecksilberquarzlampe. In 
allen Fallen wurde zugleich mit der Lichtprobe eine entsprechende 
Dunkelprobe, durch eine Aluminiumhiilse geschiitzt, in gleicher Weise 
behandelt. 
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Die Belichtung durch Sonne erfolgte in Jenaer Reagenzglisern, 
die spiter zur Destillation direkt an den von dem einen von uns (3) 
beschriebenen Apparat zur Ammoniakbestimmung angesetzt wurden. 
Unmittelbar nach Fortnahme der Lésungen vom Lichte wurde Puffer- 
gemisch aus m/15 primiirem Kaliumphosphat und sekundiirem Natrium- 
phosphat sowie die entsprechende Menge Harnstoff zugefiigt und die 
Lésungen nun zusammen eine bestimmte Zeit im Wasserbad_ belassen. 
Die Harnstofflésung war in allen Fillen 0,1 molar. Nach Ablauf der 
Digestionszeit wurden alle Proben mit drei Tropfen 10 proz. Schwefel- 
siure angesiiuert und die Reaktion auf diese Weise unterbrochen, 
zugleich das gebildete Ammoniak sicher gebunden. Die Destillation 
erfolgte nach Alkalisierung mit Natriumcarbonat im oben genannten 
Apparat. Das gebildete Ammoniak wurde in eine n/100 Schwefelsiiure 
mit Jodzusatz eingeleitet; die Titration erfolgte jodometrisch mit 
n/100 Natriumthiosulfat. Alle Versuche sind mit kleinen Mengen aus- 
gefiihrt. Die Resultate sind angegeben im Milligrammen Ammoniak, 
die bei der Harnstoffzersetzung gebildet wurden. 

Versuch 1 zeigt den Einfluf8 des Sonnenlichtes auf Ureaselésung 
ohne Zusatz. Angewandt wurde 0,5proz. Lésung. Belichtung 1 bis 
2 Stunden. Die dem Sonnenlicht ausgesetzten Proben erwiirmten sich 
ziemlich betriichtlich. Die Anfangstemperatur war bei Hell- und Dunkel- 
probe 22°, sie war nach 10 Minuten auf iiber 30° gestiegen und betrug 
nach 1 Stunde in der Hellprobe 36°, in der Dunkelkontrolle 34°, nach 
einer weiteren Stunde 37 bzw. 35°. Es wurde belichtet Probe I 2 Stunden 
mit Aluminiumhiilse, Probe II 1 Stunde ohne, eine weitere Stunde 
mit Hiilse, Probe II] 2 Stunden ohne Hiilse. Nach Beendigung des 
Versuchs wurde zu je | cem Lésung 2 ccm sekundiares Natriumphosphat, 
leem Kaliumphosphat und 2ccem Harnstofflésung zugegeben. Die 
kolorimetrisch bestimmte Wasserstoffionenkonzentration war 7,4. Zeit 
der Verdauung 40 Minuten, Temperatur des Wasserbades 40°. 

Tabelle I gibt die Ergebnisse. 





Tabelle I. 
; , " Harnstoff Menge des ent- 
Probe Nr. Na, HPO, KH,PO, (m/10) sauerten NH, 
com com com mg 
1 = leem 2 l 2 1,26 
2= lcem 2 1 2 1,08 
3 = leem 2 1 $ 0,95 


Sie zeigt deutlich eine Schidigung der fermentativen Wirkung, 
zunehmend mit der Dauer der Belichtung. 
Eine zweite Versuchsserie sollte den EinfluB der Reaktion auf die 
Lichtwirkung priifen. Die erforderlichen Wasserstoffionenkonzen- 
31* 
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trationen wurden durch Phosphatmischungen hergestellt. Es soll an 
dieser Stelle nicht untersucht werden, inwieweit und ob die Phosphate 
eine spezifische Wirkung haben. Diese Frage ebenso auch die Her- 
stellung verschiedener p,, durch andere Puffergemische bleibt einer 
spiteren Untersuchung iiberlassen. Die Ausfiihrung des Versuchs 
war die folgende. 1 ccm Ureaselésung wurde mit Phosphatgemisch 
und Wasser versetzt, so-daf das Volumen auf 2 ccm gebracht wurde 
und so belichtet, daneben wie stets Kontrollen in Metallhiilsen. Nach 
beendeter Belichtung wurden die Proben durch Zusatz entsprechender 
Mengen von primirem und sekundirem Phosphat auf gleiche py ge- 
bracht, darauf Harnstoff zugefiigt und im iibrigen wie vorher be- 
schrieben verfahren. Bei den soeben zu beschreibenden Versuchen 
der Tabellen If und IIL betrug die Temperatur des Wasserbades 50 
bis 52°, die Reaktionsdauer 30 Minuten. 

Auch bei diesen Proben wurde eine wenn auch etwas geringere 
Temperaturerhéhung konstatiert; sie betrug maximal 31° fiir die Hell- 
proben, 29° fiir die dunkel gehaltenen Kontrollen. Der Ansatz der 
Proben war der folgende. 





Probe | Ureaselosung | Nig HPO, KH, PO, HO PH 
Nr. : . (kolorim.) 
ccm ccm ccm ccm 
l l l 0 0 8,2 
2 | 0,5 0 0,5 8.0 
3 1 05 | 0 1 6,7 
4 l 0 0,5 0,5 6,1 
5 ] 0 1 0 5,6 


Nach dem Belichten werden die Proben wie folgt angesetzt und die 
bestimmte Zeit in das Wasserbad gestellt. 





Probe Na, HPO, KH,PO, HO nO a 
ccm ccm ccm ccm 

l 1,0 1,0 1,0 2,0 7,4 

2 1,5 1,0 0,5 2.0 7,4 

2,0 1,0 0 2.0 7,4 

4 2,0 0,5 0,5 2,0 7,4 

5 2,0 0 0 2,0 7,4 


Wiahrend die Dunkelproben bei kirzerer Belichtung annaihernd 
die gleichen Werte zeigen, nimmt bei linger dauerndem Stehen die 
Ammoniakbildung mit abnehmender py, also mit steigender Aziditat, 
ein wenig zu. Erheblich deutlicher sind die Unterschiede bei den be- 
lichteten Proben. Die Ammoniakbildung nimmt bei den Proben mit 
geringerer p,,, also héherer Aziditat deutlich und unverkennbar zu. 
Die geringste Ammoniakbildung entfalten die Proben, die bei alkalischer 
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Resultate des Versuchs. 
Tabelle 11. 
Belichtungszeit 40 Minuten. 





Menge des entstandenen NH, 


Probe Pu 
Nr. beim Belichten ! im Hellen Kontrolle (mit Al-Hiilse) 
1] my my 
l 8,2 1,06 1,36 
2 8,0 1,06 1,38 
3 6,7 1,14 kaputt gegangen 
4 6,1 1,21 1,40 
5 5,6 1,28 1.38 


Tabelle 111. 


Belichtungszeit 244 Stunden. 





Menge des entstandenen NH, 


Probe Pu 
Nr. beim Belichten im Hellen Kontrolle (mit Al-Hiilse) 
mg mg 
l 3,3 0,58 13e 
2 8.0 0,61 1,33 
3 6,8 0,59 1,29 
4 6,1 0,65 1,35 
5 5.6 0,97 1,40 


Reaktion belichtet worden sind: in Tabelle IL die Proben | und 2, 


in Tabelle III auch noch die Probe bei neutraler Reaktion Nr. 3. Saure 
Reaktion scheint also das Ferment gegen Lichtschidigung in erheb- 
lichem Mae zu schiitzen. Im Gegensatz hierzu wird es mehr oder 
weniger stark bei alkalischer Reaktion geschidigt. Wir sehen hier 
eine Wiederholung der bei der Diastase (s. vorhergehende Abhandlung) 
beobachteten Erscheinung, dafi die Lichtschidigung des Ferments 
am gréBten bei einer Reaktion ist, die fiir seine Wirkung giinstig baw. 
optimal ist. 

Die Verhialtnisse bei Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte gehen 
prinzipiell parallel (Tabelle IV). In diesem Falle wurde eine leichte 
Schadigung bei einer p,, von 8,2 schon bei der Dunkelprobe beobachtet ; 
im iibrigen nimmt auch hier bei zunehmender Aziditaét des Gemisches 
die Ammoniakbildung zu. Die Versuchsverhiltnisse waren im iibrigen 
die gleichen wie worher. Die Temperatur blieb sowohl bei der Licht- 
wie der Dunkelprobe withrend der ganzen Versuchszeit unveriindert 22°. 
Wie vorher wurde nach der Belichtung durch Zugabe entsprechender 
Mengen von Phosphatgemisch die Lésungen auf die gleiche Wasser- 
stoffionenkonzentration gebracht und zu einem gleichen Gesamt- 
volumen (7 ccm) ergiinzt. Menge des zugefiigten Harnstoffs 14 mg, 


Verdauung 1 Stunde bei 40°. 
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Tabelle IV. 


Belichtungszeit 2 Stunden. 





Menge des entstandenen NH, 


Probe Pu 
Nr. beim Belichten im Hellen Kontrolle (mit Al-Hiilse) 
mg mg 
l 8,2 1,12 1,22 
2 6,7 1,10 1,44 
3 6,1 1,38 1,44 
4 5,6 1,30 1,44 


Um vu priifen, ob Zusatz von Harnstoff die Lichtschidigung 
durch Sonnenlicht verhindert, wurden in einem weiteren Versuch 
gleiche Mengen Ureaselésung mit Harnstoff versetzt und eine Kon- 
trolle, zuniichst ohne Phosphatzusatz, ohne Harnstoffbeigabe, ebenso 
behandelt. Der Ansatz war demnach der folgende. 





Probe Utes | NatiPO, K H,PO, — H,O 
Nr. " 4 
ccm ccm ccm ‘ecm ccm 
] ] 2 l 2 1 
2 1 2 1 3 0 
3 ] 0 0 0 5 


Alle Proben werden im Wasserbade bei 10° mit direktem Sonnen- 
licht 2 Stunden belichtet. 

Probe Nr. 1 wurde sofort nach dem Belichten destilliert ; Probe Nr. 2 
wurde noch 30 Minuten nach dem Belichten in ein Wasserbad von 50° 
gestellt und dann destilliert; zu Probe Nr.3 wurden nach dem Belichten 
2cem Na,HPO,, leem KH,PO, und 2 ccm Harnstoff zugefiigt und 
dann wie Probe Nr. 2 behandelt. 

Die Resultate des Versuchs sind folgende: 


Tabelle V. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Probe 
Nr. im Hellen Kontrolle (mit Al-Hilse) 
mg mg 
1 0,97 0,97 
2 2,16 2,16 
3 1,19 1,30 


Gesamtvolumen: Nr. 1 und 2 7 ccm, Nr. 3 11 cem. 


Versuch 5. Wiederholung des Versuchs 4, aber bei etwas héherer 
Temperatur. 

Bei diesem Versuch wurde eine Temperatur des Wasserbades von 
28° gewahlt, sonst ganz gleich wie Versuch 4. Resultate des Versuchs: 
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Tabelle VI. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


Probe 
NF. im Hellen Kontrolle (mit Al-Hiulse) 
mg mg 
] 1,57 1,80 
2 2,28 2,46 
3 O,85 1,32 


Ebenso wie bei der Diastase ergibt sich also auch hier, daB das 
Substrat einer Zerstérung bzw. Schidigung des Ferments entgegen- 
wirkt, daB also die Bindung des Fermentes eine gewisse Schutzwirkung 
ausiibt. 

Im ganzen zeigen also die geschilderten Versuche ebenso wie bei 
der Diastase, da} die Schidigung zunichst einmal von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abhiangig ist und da bei der fiir die Wirkung 
optimalen p,, die Lichtschidigung am gréBten zu sein scheint; dah 
ferner Zusatz von Substrat, in diesem Falle also von Harnstoff, ebenfalls 
die Lichtschidigung verzégert. 

Weitere Versuche iiber die Beeinflussung der Urease durch Licht 
sind im Gange. Bei der Mitteilung dieser wird auch iiber die Theorie 
niher zu sprechen sein. Wir méchten jedoch schon jetzt darauf hin- 
weisen, da} uns unsere Ergebnisse fiir eine Zweiteilung des Ferments 


Urease zu sprechen scheinen. 


Literatur. 


1) Wester, Pharmazeutische Zentralhalle 57, 423, 1916 (zitiert nach 
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Kin einfaches Verfahren 
zur Bestimmung yon Milchsiure im Mageninhalt. 


Von 
Rich. Ege. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 24. September 1922.) 


Die Fragen vom Vorkommen der Milchsiure im Mageninhalt, 
von den Bedingungen fiir die Milchsiiurebildung sowie der diagnostischen 
Bedeutung einer Milchsiurebestimmung sind und waren namentlich 
friher sehr strittig. 

Das diese Fragen heute das Interesse der Forscher nicht in dem 
MaBe zu beanspruchen scheinen wie friiher, beruht nicht darauf, dab 
sie bereits mit eigentlicher Zuverlassigkeit beantwortet waren; denn 
wie aus den folgenden Untersuchungen hervorgehen wird, darf an- 
genommen werden, daf den meisten Verfahren [meines Wissens allen, 
die in der Klinik zu Milchsiurebestimmungen benutzt wurden !)] syste- 
matische Fehler so ernsthafter Art anhaften, daB die wahren Zahlen 
der Milchsiure um mehrere Hundert, ja bis auf 1000°% héher liegen 
werden als diejenigen, die man findet. Ich bin nicht ungeneigt, an- 
zunehmen, da man es trotz der vollkommen irrtiimlichen Analysen 
doch im groBen ganzen hier zu einer korrekten Ansicht in betreff der 
Milchsiure im Ventrikelinhalt gebracht hat. Die allgemeine Auf- 
fassung méchte wohl sein: 1. Die Milchsiure wird nicht von den Ven- 
trikelzellen, sondern ausschlieBlich im Ventrikel von den Milchsiure- 
bakterien gebildet; 2. die Milchsiure kommt in nennenswerten Mengen 
nicht in Gemeinschaft mit freier Salzsiure vor; 3. die Milchsiure kommt 
nur in Verbindung mit Retention vor. 

Diese Auffassung beruht in der Tat zum gréBten Teil auf der 
Tatsache, daB die Milchsiurebakterien nicht in einer Lésung mit gréBerer 
Wasserstoffionenkonzentration als etwa 10-3 funktionieren kénnen, 
sowie auf der Annahme, da im Laufe von | bis 2 Stunden kaum nennens- 
werte Milchsiuremengen gebildet werden kénnen. Wenn diese Annahme 

1) Die von Boas (Diagnostik und Therapie der Magenkrankheiten) 
angegebenen Methoden fiir eine spezifische Bestimmung der Milchsaure 
sind ausreichend genau, aber ein wenig kompliziert. 
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nicht richtig ist, so ist es sehr wohl méglich, dai eine nennenswerte 
Milchsiuremenge neben freier Salzsiure vorkommen kann; wiahrend 
der ersten 1% bis 1 bis 144 Stunden nach der Nahrungsaufnahme wird 
namlich keine freie Salzsiure im Ventrikel nachzuweisen sein, namentlich 
nicht in den zentraleren Teilen; die Salzsiure wird von Nahrung und 
Speichel neutralisiert. Die Reaktion wiahrend dieser Periode ist von 
einer solchen Art, daB einer Milchsiuregirung nichts entgegensteht. 
Wenn im Laufe einer Stunde nennenswerte Milchsiiuremengen ge- 
bildet werden kénnen, wird man sehr wohl auch bei einfacher Achylie 
ohne Retention Milchsiure vorfinden kénnen. 

Inwiefern die aufgestellte Annahme richtig ist, wird aus den 
folgenden Versuchen hervorgehen, wihrend sich aus friiheren Unter- 
suchungen nichts schlieBen liBt, da das benutzte Verfahren bewirkt, 
daB man — wie erwihnt — nur einen Bruchteil der Milchsiiure vor- 
finden wird, die vorhanden ist. Ich glaube daher, daB es einige Be- 
deutung haben wird, die alte Streitfrage von der Milchsiure im Ven- 
trikelinhalt einer erneuten Untersuchung zu unterwerfen, wie ich auch 
meine, daB es vielleicht nicht ohne Interesse wire, eine einfache klinische 
Methode zur Milchsiurebestimmung (oder vielmehr zur Bestimmung 
von organischen Siuren) im Ventrikelinhalt auszuarbeiten. 

In Neubergs groBem Handbuch ,,Der Harn und die iibrigen Koérper- 
fliissigkeiten** schreibt Wohlgemuth von der Milchsiiure: ,,[hre An- 
wesenheit ist charakteristisch fiir Karzinom und darum ihr Nachweis 
von groBer diagnostischer Bedeutung’. Diese dem damaligen Wissen 
entsprechende Ansicht ist wohl heute nicht mehr ganz stichhaltig, 
unter anderem weil — wie aus dem folgenden hervorgehen wird — 
immer oder fast immer minimale Mengen von Milchsiure in der herauf- 
geholten Ewaldschen Probemahlzeit vorhanden sein dirften, die sich 
waihrend des Aufenthalts der Nahrung im Munde, Speiseréhre und 
Magen bilden, bevor die Reaktion hier zu sauer geworden ist. 

Die gefundene Milchsiurezahl wird doch in den meisten Fallen 
einer (in gew6hnlicher Weise ausgedriickten) Titrationszahl von unter 
10 entsprechen. Milchsiurezahlen von iiber 10 kommen nur in Fallen 
vor, wo keine freie Salzsiure vorhanden ist, und, wie es scheint, in 
Verbindung mit einer mehr oder minder ausgesprochenen Retention. 
Welche klinische Bedeutung es haben kann, eine Milchsiurebestimmung 
vorzunehmen, dariiber werde ich mich nicht auBern; will man aber 
iiber die Saiuresekretion im Ventrikel unter verschiedenen Umstinden 
etwas erfahren, das Verhiltnis zwischen Saure- und Pepsinsekretion 
bestimmen, dann ist es — wenn man mit einem Mageninhalt arbeitet - 
notwendig, eine Milchsiurebestimmung vorzunehmen und sie als 
Korrektiv fiir eine Totalsiurebestimmung anzuwenden. 
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Das Verfahren zur Bestimmung von Milchsiure im Mageninhalt 
beruht, wie die meisten friiher benutzten, auf dem Umstand, daB die 
Milchsiiure im Gegensatz zur Salzsiure in Ather léslich ist. 

Die Fehler bei den friiher angegebenen Verfahren riihren davon 
her, daB man nicht darauf achtete, daB die Milchsiure viel leichter 
in Wasser als in Ather zu lésen ist, so da man beim Ausschiitteln 
nur einen geringen Bruchteil der Milchsiiure in den Ather hiniiber- 
brachte, und ferner von dem Umstande, daf nur die freie Milchsiure 
in Ather léslich ist, wihrend die Salze der Milchsiure, wenigstens die 
zwischen Milchsiure und Proteinstoff oder Proteinstoffspaltungs- 
produkten gebildeten Salze in Ather unléslich sind. In den Probe- 
mahlzeiten, in denen keine Salzsiure vorhanden ist, wird die erste 
gebildete Milchsiiure an die Proteinstoffe der Probemahlzeit gebunden 
werden und sich somit zum gréBten Teil der Bestimmung entziehen, 
wenn die Milchsiure nicht durch eine stirkere Saure frei gemacht wird. 

Es kam zuvorderst darauf an, das Verteilungsverhaltnis der Milch- 
siiture zwischen Wasser und Ather zu bestimmen, um daraus herzuleiten, 
wie man zu verfahren hat, um die gesamte anwesende Milchsiuremenge 
oder, was leichter ist, eine bestimmte Fraktion davon auszuschiitteln. 

Es zeigte sich nun, da das Verteilungsverhiltnis der Milchsiure 
zwischen Wasser und Ather etwa 10/1 war. Die Milchsaure ist also 
etwa zehnmal so leicht lislich in Wasser wie in Ather. Die Bestimmung 
des Verteilungsverhaltnisses fand in der Weise statt, daB 5ccm 
einer bekannten wisserigen Milchsiurelésung (mit Zusatz von zwei 
Tropfen = 0,1 cem Methylviolett) mit 50 ccm siurefreiem Ather ge- 
schiittelt wurden; dabei geht etwas von der Milchsiure in Ather 
iiber; wie viel iibergegangen war, wollte ich durch eine einfache 
Siure - Basentitration bestimmen; da eine solche sich nicht in der 
aitherischen Lésung ausfiihren laBt, muB die Milchsiure wiederum in eine 
wisserige Lésung hiniibergebracht werden, was sich am einfachsten 
durch Schiitteln des Athers mit 100 cem Wasser bewerkstelligen la8t; 
bei der viel gréBeren Léslichkeit der Milchsiure in Wasser wird die im 
Ather zuriickbleibende Milchsiuremenge so gering sein, daB sie, wie aus 
spateren Erérterungen hervorgehen wird, unberiicksichtigt bleiben darf. 

In den 100 ccm H,O bestimmt man die anwesende Saiuremenge 
(Milchsaure) durch Titration mit n/10 NaOH (am besten benutzt man 
dabei eine Mikrobiirette). 

Erst mu® man untersuchen, ob die Verteilung der Milchsiure 
zwischen Wasser und Ather konstant, von der Milchsiurekonzentration 
unabhingig ist. Zu dem Ende wurde etwa 5proz. Milchsiure in n/10 HCl 
hergestellt; 1 cem dieser Lésung hatte zur Neutralisation 5,50 cem 
n/10 NaOH erfordert; davon entspricht die Milchsiure 4,50 ecm 
n/10 NaOH; daraus werden Lésungen hergestellt, die immer n/10 in 
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betreff der Salzsiiure sind, aber verschiedene Milchsaiurekonzentrationen 


aufweisen. 
Beim Ausschiitteln werden 5 ccm Milchsiurelésung (+ 0,1 Methyl- 
violett) und 55 cem Ather — mit Zusatz von Rosolsiure — benutzt: 


es wird mit 100 cem H,O geschiittelt, wodurch die im Ather anwesende 
Milchsiuremenge bestimmt wird (s. spiter). 





Ursprungliche 


Mi 33 i . j . » 
5 pyrene In 55cem Ather| , Noch i Milchsaure Milchsaure Verteilungs- 
phase, aus. | Ubergegangene | der Wasser: in in verhaltnis 
sedstick? in Milchsaure = Icom H,O leem Ather  Wasser:Ather 
8 L 
n{10 Saure , 
7,50 4,03 3,47 0,69 0,073 9,3 
5,63 3,10 2,53 0,50 0,056 9.0 
2,04 1,10 0,94 0,18 0,0201 9,2 
1,07 | 0,56 0,51 0,10 0,010 10 


Aus der Tabelle sieht man, da das Verteilungsverhiltnis der 
Milchsiiure zwischen Wasser (oder vielmehr n/10 Salzsiiure) und Ather 
ein klein wenig iiber 9 liegt und (innerhalb des fiir die vorliegenden 
Untersuchungen von Bedeutung seienden Bereiches) von der Milch- 
siurekonzentration unabhingig ist; letztere Abweichung ist kaum 
eine tatsachliche; eine Fehltitration von einem Bruchteil eines Tropfens 
wird hier, wo es sich um so geringe Milchsiuremengen handelt, die 
Abweichung erkliren kénnen. 

Die Abhangigkeit des Verteilungsverhiltnisses von der Anderung 
der Konzentration der zugesetzten Salzsiure ergibt sich aus dem 
folgenden Versuch. 

5 cem der benutzten Milchsaurelésung erfordern 4,50 cem n/10 NaOH. 
‘ 5 cem (+ 0,1 Methylviolett + 0,5 cem n/100 HCl) werden mit 50 cem 
Ather geschiittelt, die 50 cem Ather mit 100 cem H,O, die danach 2,03 cem 
n/10 NaHO gebrauchen. ‘ 

Desgleichen, aber mit 0,5 cem n/10 HCl, mit Ather und Wasser ge- 
schiittelt, 2,10 cem n/10 NaHO. ‘ 

Desgleichen, aber mit 0,5cem n/l HCl, mit Ather und Wasser ge- 
schiittelt, 2,17 cem n/10 NaOH. 

_ _ Desgleichen, aber mit 0,5 cem etwa 10n HCl (= 35% HCl), mit 
Ather und Wasser geschiittelt, 2,39 cem n/10 NaOH. 


Schematische Darstellung des oben stehenden Versuchs. 





In Ather ubergegangene Im Wasser zuriick- Verteilunzs- 
Zuzesetzte Saure Pu Milchsaure gebliebene Milchsaure — verhaltnis 
'ho Vol. etwa . os asser 
proSccm  prolcem” pro5,occm_ pro l ccm :Ather 
n/100 HCl... 3 2,03 0,041 2,47 0,442 10,8 
n/10 vs 2 2,10 0,042 2,40 0,429 10,2 
n/] So ee ] yy 0,043 2,30 0.416 9,6 
etwa 10n HCl 
aS a ar 0 2,39 0,048 2,11 0,377 7,1 
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Das Verteilungsverhiltnis ist also etwas abhingig von der zu- 
gesetzten Salzsiituremenge, so das die Milchsaiure in um so viel héherem 
Grade in den Ather hiniibergetrieben wird, je mehr Salzsiiure die be- 
treffende wisserige Milchsiure enthalt. Da in der betreffenden Lésung 
keine Stoffe enthalten sind, an die die Milchsiure gebunden sein kénnte, 
kann die Wirkung der Salzsiure auf keiner Befreiung von Milchsiure 
beruhen; da die Wasserstoffionenkonzentration, von dem ersten Versuch 
abgesehen, so groB ist, daB die Milchsiure durchaus undissoziiert sein 
mu6, kann die Wirkung auch nicht von einem Einflu8 der Salzsiure 
auf die Dissoziation der Milchsiure herrithren; sie mu vielmehr auf 
einer Léslichkeitsherabsetzung der Milchsiure in Wasser infolge des 
Vorhandenseins der Salzsiure beruhen. 

Dariiber spiter ein Weiteres. Das Wesentlichste von dem, was 
der oben angefiihrte Versuch zeigt, ist, dai das Verteilungsverhiltnis 
der Milchsiure zwischen Wasser und Ather dem Verhiltnis 9/1 a 10/1 
sehr nahe liegt, wenn nicht groBe Menge von Salzsiiure im Wasser ist. 

Will man den Milchsiuregehalt einer Probemahlzeit in méglichst 
einfacher Weise bestimmen, mu man — da notwendigerweise in allen 
Fallen freie Salzsiure anwesend sein mus — zur Probemahlzeit */59) Vol. 
10n HCl (= etwa 35% HCl) = einen Tropfen pro 10 ccm setzen. 
War im voraus keine Salzsiure anwesend, wird die Salzsiurenormalitit 
der Probe nun n/20 betragen und das Verteilungsverhialtnis etwa 9,7 
sein — vorausgesetzt, daf nur die Salzsiurenormalitét fiir das 
Schwanken des Verteilungsverhiltnisses von Bedeutung ist; betrigt 
die Siurenormalitit schon im voraus n/20 (Gesamtsiure 50), wird die 
gesamte Siurenormalitit 1/10 betragen und das Verteilungsverhiltnis 
9,6 sein; betrigt die Siurenormalitaét im voraus n/10 (Gesamtsiiure 100), 
wird die gesamte Siéurenormalitat 1,5 n/10 betragen und das Ver- 
teilungsverhiltnis etwa 9,5 sein. Nach dem Zusatz der bestimmten 
Menge Salzsiiure wird das Verteilungsverhialtnis der Milchsiure zwischen 
Wasser und Ather im weitesten Falle (Anaziditit bis Hyperaziditit) 
zwischen 9,7 und 9,5 schwanken. 

Will man den Ubergang der Hialfte der Milchsiure in den Ather 
erzielen, sollte man im ersten Falle 5 ccm der (filtrierten) Probemahlzeit 
mit 48,6cem Ather, im zweiten Falle mit 47,6 ccm ausschiitteln; da 
man indessen aus praktischen Griinden ein wenig in Wasser lésliche — 
in Ather unlésliche — Farbe zu der Probe setzt, ist es vorteilhaft, 
vier Tropfen = 0,2 ccm der betreffenden Farbe zuzusetzen. Die Wasser- 
phase betrigt nun 5,2ccm; ist das Verteilungsverhiltnis 9,6, mu 
man die Probe mit 50 ccm Ather ausschiitteln, um die Hilfte der Milch- 
siure in den Ather hiniiberzubringen. (Ist das Verteilungsverhiltnis 
9,7 und 9,5, wird dies einen Fehler der Bestimmung von etwa 1°, 
bewirken, was unberiicksichtigt bleiben darf.) 
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Da der EinfluB, den der Saurezusatz auf das Verteilungsverhaltnis 
der Milchsiure zwischen Wasser und Ather ausiibte, kaum eine spezi- 
fische Saurewirkung sein kann, sondern von der Aktivitiatssteigerung 
herriihren muB, die der Milchsiure zuteil werden muB, da sich nun 
auch andere Stoffe im Wasser gelést finden, so mu man annehmen. 
das auch andere Stoffe eine entsprechende Wirkung haben werden. 
ein Verhaltnis, das einigen EinfluB auf die Milchsiiturebestimmung aus- 
iiben mag. 

Der EinfluB8 des Vorhandenseins von Salzen auf das Verteilungs- 
verhialtnis erhellt aus dem folgenden Versuch: 





Sattigungsygrad der Wasserphase Verteilungsverhaltnis 
in betreff von (NH,)oSO, zwischen Wasser und Ather 
0 10,0 
1/,. 9,7 
4 ie v 
{10 8,9 
/y 3,0 


Wahrend das Verteilungsverhiltnis bei Vollsittigung mit dem 
Salz sehr stark abgeiindert ist, werden die Salzkonzentrationen, von 
denen in Probemahlzeiten die Rede sein kann, keine so groBe Schwan- 
kung des Verteilungsverhiltnisses bewirken, daB sie das Verfahren 
kompromittieren wiirde. 

Untersuchen wir nun die Bedeutung des zweiten Moments fiir 
die Bestimmung, von dem a priori zu erwarten wire, daf es auf die 
Verteilung der Milchsiure zwischen Probemahlzeit und Ather eine 
Wirkung ausiibte, nimlich den Einflu8 des Vorhandenseins von Pro- 
teinstoff. 

Zu 50 cem H,O + 10g Weibbrot wird 0,2 ccm Milchsiure gesetzt ; 
die Milchsiiurezahl dieser Lésung ist = 38. 

Es werden 5ccm Filtrat entnommen und die in gewoéhnlicher 
Weise bestimmte Milchsiurezahl ist nun = 21. 

Wird vor dem Filtrieren /y9) Vol. 35proz. HCl zugesetzt, um die 
an das Protein der Probemahlzeit gebundene Salzsiure zu _ befreien, 
so ergibt sich eine Milchsiurezahl von 39. 

Etwa 50%, der anwesenden Milchsiure sind also an die Protein- 
stoffe der Probemahlzeit gebunden und werden somit nur durch eine 
Atherausschiittelung bestimmt werden kénnen, wenn die Milchsiure 
durch eine stirkere Siure verdriingt wird. Findet sich in der Probe- 
mahlzeit noch mehr siurebindender Stoff, oder hat sich weniger Milch- 
siure gebildet, wird ein bei der Milchsiurebestimmung entstehender 
Fehler bei einer einzelnen Atherausschiittelung natiirlich wesentlich 
gréBer werden als in dem angefiihrten Beispiel. 

In derselben Weise wie die Milchsiure an die genuinen Proteinstoffe 
gebunden wird, wird sie an die Proteinspaltungsprodukte gebunden. 
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2g Wittepepton + 100 ccm H,O + 0,25 cem Milchsiéiure ergeben, 
falls man vor dem Ausschiitteln keine Salzsiure zusetzt, im iibrigen 
aber die Milchsiurebestimmung wie gewohnlich ausfihrt, 0,10 cem, 
was einer in gewohnlicher Weise berechneten und in Zehntel Kubik- 
zentimeter pro 10 ccm Mageninhalt ausgedriickten Milchsiurezahl = 3 
entsprechen wiirde. Wird aber vor dem Ausschiitteln mit Ather zu 
derselben Milchsiure-Witte-Peptonlésung Salzsiure gesetzt, bekommt 
man 0,50 cem n/10 Base. Milchsiiurezahl = 20. 

Wenn Ewald nun angibt, die Milchsiuremenge in einem Ventrikel- 
inhalt durch Ausschiitteln mit Ather (5cem Mageninhalt +- 25 cem 
Ather), und zwar als Differenz zwischen der vor und der nach dieser 
Atherausschiittelung verbrauchten Base bestimmen zu kiénnen, so ist 
ja leicht einzusehen, daB er in der Tat viel zu kleine Werte der Milch- 
siiuremenge erhalten wird. Wenn wir vorliufig davon absehen, dab 
die Milchséiure nicht frei ist, so wird man, da das Verteilungsverhaltnis 
zwischen Wasser und Ather ja etwa 10/1 ist, bei Ausschiitteln mit dem 
fiinffachen Volumen Ather, nur etwa 14 Milchsiure in den Ather hinaus- 
bringen. 

Wenn dazu noch kommt, daB die Milchsaure an die Proteinstoffe 
der Probemahlzeit gebunden ist, so daB nur etwa die Halfte frei ist 
bei Vorhandensein der sehr groBen Mengen, und weit unter der Halfte, 
wenn die Milchsiuremenge geringer ist, so ergibt sich daraus, das die 
Milchsiuremenge um 600% gréBer sein wird als diejenige, welche 
man bei Hwalds Verfahren ermittelt, und daB die kleineren Milchsiure- 
mengen gar nicht zu bestimmen sein werden. 

Die allgemein benutzte qualitative Probe (Uffelmann) ist als sehr 
unsicher zu bezeichnen. Wird sie an der Probemahlzeit selbst aus- 
gefiihrt, kann man eine Reaktion erzielen, auch wenn keine Milchsiure 
anwesend ist, da sowohl Zucker als Pepton positive Uffelmannsche 
Reaktion ergeben kénnen. Schiittelt man mit Ather und fiihrt die 
Probe an dem eingedampften Atherextrakt aus, vermeidet man aller- 
dings diesen Fehler; da diese Atherausschiittelung aber meist statt- 
findet, ohne daB man erst die gebundene Milchsiure durch Salzsaure- 
zusatz befreit hat, kann sehr wohl bei dennoch negativer Reaktion 
Milchsiure in der Probe enthalten gewesen sein. 


Auf Grund der oben genannten Untersuchungen wird es nun sehr 
leicht sein, ein hinreichend genaues und sehr leichtes Verfahren zur 
Milchsiurebestimmung auszuarbeiten. 

Die Probemahlzeit wird geschiittelt, so daB Fliissigkeit und aufge- 
schlimmte Bestandteile gleichmafig verteilt werden; darauf werden mit 
Mefglas 10 bis 15 com entnommen (bei nicht hinlinglich groBer Probe- 
mahizeit kann man sich mit 5 cem begniigen), wozu, um die Milchsaiure 














obits aod 








ben, 
igen 
‘em, 
bik- 
= 3 
* Zu 
nmt 


kel- 
com 
eser 
ist 
Ich- 
dah 
tnis 
lem 
Wus- 


offe 

ist 
fte, 
die 
che 


ire- 


ehr 
us- 
ure 
che 
die 
ler- 
itt - 
re- 
ion 


hr 


£ur 


7 
mit 
be- 
ire 














Etna alot etn 





EKinfaches Verfahren zur Bestimmung von Milchsaiure usw. 483 


frei zu machen, ein T'ropfen konzentrierter Salzsdure (35 bis 40°, HCl) pro 
10 com gesetzt werden; die dadurch ausgefiihrte Verdiinnung, die unter 
1%, ausmacht, bleibt unberiicksichtigt. Hs wird filtriert. 5 cem des 
Filtrats werden in einen etwa 109 ccm grofen Scheidetrichter gegossen, 
es werden vier Tropfen Methylviolett zugesetzt'), sodann 50 cem sdure- 
freien Athers, worauf kréftig geschiittelt wird, so daB die Milchsiiure 
sich gleichmaBig zwischen Wasser und Atherphase verteilt. Die Wasser- 
phase, die vermége des Methylviolettzusatzes dem Ather gegeniiber 
sehr scharf dasteht, wird abgezapft und nicht benutzt; es wird ein paarmal 
geschiittelt, um das wenige etwa noch im Scheidetrichter sitzende Wasser 
zusammenzubringen und zu entfernen. 

In dem im Scheidetrichter zuriickbleibenden Ather finden sich 
50% der urspriinglichen Milchsiiure, da das Verteilungsverhiltnis 
zwischen Wasser und Ather um 9,6 gelegen ist, so daB in 50 cem Ather 
ebensoviel Milchsiure gelést sein wird wie in 5,2 cem Wasserphase. 

Die im Ather anwesende Milchsiiure wird durch einfache Sdure- 
Basentitration bestimmt, wobei die Milchsdure jedoch erst durch Schiitteln 
im Scheidetrichter in Wasser hiniibergebracht werden mufi. 

Um daurchaus vergewissert zu sein, dak man nur die im Ather ge- 
liste Sdure erhdlt (und nicht etwa die Siure, die eventuell an den Winden 
des Scheidetrichters hiingen michte), wird der Ather aus dem ersten 
Scheidetrichter in einen etwa 1, bis 1 Liter grofen Scheidetrichter hin- 
iibergegossen und nun 100 com H,O zugesetat, worauf kriftig geschiittelt 
wird, so dab, praktisch gesprochen, simtliche Milchsaure in die wiasserige 
Fliissigkeit iibergeht. 

Wasser und Ather werden voneinander getrennt, wobei man — um 
die beiden Schichten leichter unterscheiden zu kénnen — ein paar 
Tropfen eines in Ather léslichen, in Wasser unléslichen Farbstoffs 
(Rosolsiure) zusetzen kann. 

Die Milchsdure ist nun in die wiisserige Lésung hiniibergebracht 
und kann durch Titration mit Alizarin als Indikator bestimmt werden. 

Bei dem letzten Ausschiitteln geht die Milchsiure natiirlich nicht 
quantitativ in das Wasser iiber; auch hier wird sie sich zwischen Wasser 
und Ather verteilen. Da das Verteilungsverhiltnis hier tiber 10 ist, 
werden nur unter 5°, Milchsiure in den 50cem Ather zuriickbleiben ; 


1) Die Bedeutung dieses Zusatzes ist eine dreifache: zuvérderst wird 
dadurch die Unterscheidung der Wasser- und der Atherschicht erleichtert 
(Methylviolett verbleibt quantitativ im Wasser), demniichst laBt sich 
kontrollieren, ob man eine hinglingliche Menge Salzsiure zugesetzt und 
die Milchsaure frei gemacht hat — der Indikator mu®8 dann griin oder blau 
(eventuell blauviolett) sein; ist er lila, so ist es méglich, daB zu wenig Salz- 
siure zugesetzt worden ist, weshalb wieder ein Tropfen zuzusetzen ist. 
SchlieBlich mu8B ein wenig wisserige Lésung zugesetzt werden, um eine 
einfache Verteilung der Milchsiiure zwischen Wasser und Ather zu erzielen. 
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also etwa 2°%, der in der urspriinglichen Probe vorhandenen Milchsiiure 
werden noch im Ather vorhanden sein. 

Es lohnt sich natiirlich nicht, deswegen wieder zu schiitteln; die 
bestimmten Verteilungsverhiltnisse zwischen Wasser und Ather sind 
unter der Voraussetzung berechnet, da8 die im Ather anwesende Milch- 
siure durch das oben angegebene Verfahren quantitativ bestimmt 
worden ist; das wahre Verteilungsverhiltnis ist also um eine Kleinig- 
keit geringer, was aber fiir die praktische Berechnung der Versuche 
durchaus ohne Belang ist. Das gefundene Verteilungsverhiltnis ist 
ganz empirisch bestimmt worden und sagt uns, daB, wenn man 5,2 ccm 
einer wisserigen Milchsiurel6sung, die in betreff von Salzsiure etwa 
n/10 ist, mit 50 ccm Ather und dann die 50 ccm Ather mit 100 ccm 
Wasser schiittelt, diese 100 ccm Wasser gerade 50°, der Milchsiure 
enthalten werden, die in den 5ccm angewandtem Mageninhalt vor- 
handen war. 

Wiinscht man die Milchstéiuremenge in Titrationszahlen auszudriicken, 
die den gewdhnlichen Titrationszahlen entsprechen, muf das Titrations- 
ergebnis — in ein Zehntel Kubikzentimetern ahgelesen — mit 2 x 2=—4 
multipliziert werden, da man nur 50 °% der Milchsiure titriert und statt 
10cem Mageninhalt nur 5 ccm angewandt hat. 


Der Fehler der Bestimmungen wird jedoch nicht groB sein, da 
die Titration der reinen wisserigen Milchsiurelésung sehr genau aus- 
gefiihrt werden kann (Umschlag auf einen Tropfen n/10 Base), was 
dagegen bei der gewohnlichen Totalaziditatsbestimmung mit Phenol- 
phthalein als Indikator nicht der Fall ist. 

Beim Titrieren der Milchsiure darf man nicht Phenolphthalein 
als Indikator benutzen, da man in dem Falle auBer der Milchsiure 
noch die in den 100 ccm Wasser vorhandene H,CO, bestimmen wiirde'). 


Will man den Kohlensiurefehler vermeiden, kann man z. B. Alizarin 
als Indikator benutzen und bis auf Rotbraun titrieren. Die Reaktion 
der Lésung wird dann py 5,4 sein. 


Das Quantum von nicht neutralisierter Milchsiure wird dann 
ein minimales sein (unter 1%), wahrend die zugesetzte Base nur in 
geringem Mabe fiir die Neutralisation der anwesenden Kohlensiure 
daraufgegangen sein wird (90° der anwesenden Kohlensiiure werden 
nicht neutralisiert). 


1) Wahrend der Kohlensiuregehalt des gewoéhnlichen destillierten 
Wassers des Laboratoriums nur einen ganz verschwindend kleinen Fehler 
bewirkte, kann bei anderem destillierten Wasser — wie ich dies zu kon- 
trollieren Gelegenheit hatte — ein bedeutender Fehler entstehen, wenn 
man Phenolphthalein als Indikator benutzt und wie hier mit 100 ccm 
Wasser arbeitet. 
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Eine Bestimmung der Milchsiiure des Ventrikelinhaltes in der 
hier beschriebenen Weise erfordert keine 10 Minuten. Das Verfahren 
ist leicht und genau. 

Die Verwendbarkeit des Verfahrens ist an kiinstlichen Magen- 
proben aus in Salzsiure aufgeschlimmtem Zwieback (in gewissen 
Fallen + Speichel und Pepsin) mit und ohne Zusatz von Milchsiure ge- 
priift worden : die gefundene und die zugesetzte Milchsiuremenge stimmen 
sehr genau iiberein. Es ist dargetan worden, daB man in Fallen, wo 
keine Milchsiure, sondern nur Salzsiure, Zwieback, Speichel, Phosphate, 
Peptone usw. anwesend sind, keine Siure im Ather finden wird. 

AuBerdem wurde das Verfahren an Mageninhalt nach Fwalds 
Probemahlzeit gepriift: diese Bestimmungen fanden in der Abteilung B 
des Kopenhagener Reichshospitals statt. Fiir die Erlaubnis dazu bin 
ich Herrn Prof. Dr. med. K. Faber zu Dank verpflichtet; auch bin 
ich Reservearzt Dr. med. Norgaard, der die iibrigen Untersuchungen 
an denselben Kranken anstellte, sehr dankbar dafiir, daB er es mir 
gestattete, das betreffende Material zu benutzen. 

Aus diesen vorliufigen Bestimmungen von Milchsiure in der 
Probemahlzeit sieht man unter anderem, da sich in allen Fallen, 
auch bei Anwesenheit von freier Salzsiure, kleine Mengen von Milch- 
siure vorfinden. Die betreffende Milchsiure muB in der Mundhohle, 
im Osophagus und im Ventrikel gebildet worden sein, bevor die Reaktion 
hier so sauer wird, daB eine Milchsiurevergarung nicht mehr statt- 
finden kann (py etwa 3). 

Die Milchsiurezahlen liegen um 5, bei Nr. 3 jedoch 9; hier liegt 
aber auch Retention vor. 

Die Milchsiurezahl scheint etwas niedriger zu sein in den Fallen, 
wo Boas groB ist, was mit der aufgestellten Annahme iibereinstimmt ; 
hier wird der Zeitpunkt, wo die Ventrikalreaktion fiir eine Milchsaure- 
vergirung zu sauer ist, friiher eintreten. Der Unterschied ist jedoch 
gering. 

In Fall 2 ist Kongo 0, die Wasserstoffionenkonzentration kleiner 
als 3,5. Hier bestanden somit wihrend des ganzen Aufenthalts der 
Probemahlzeit im Ventrikel die Bedingungen einer Milchsiurebildung. 
Die Milchsaurezahl ist in Ubereinstimmung damit etwas gréBer, jedoch 
nur um etwa 14 der Gesamtaziditat. Diese wurde aber leider mit 
Phenolphthalein als Indikator bestimmt und bietet keine wahre relative 
MaBgabe fiir die im und vom Ventrikel gebildete Siure dar. 

Ware die Gesamtaziditat mit Brom-Kresol-Purpur bestimmt 
worden!), so hatte man an der Differenz zwischen Gesamtaziditat und 


1) Untersuchungen tiber Bestimmunyen von der Gesamtaziditat sollen 
spater publiziert werden. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 32 
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Milchsiure eine Mabgabe fiir die vom Ventrikel gebildete Salzsaure. 
Diese muB wahrscheinlich etwa 20 betragen, so daB man keiner Achlor- 
hydrie, sondern einer Hypochlorhydrie gegeniibersteht, da Pt eine 
Salzsiuremenge von 30 bis 50% von den normalen Werten gebildet hat. 

Nur in zwei von den behandelten Fillen (Nr. 1 und 9) haben wir 
eine merkbare Milchsiurebildung vor uns. Hier zeigt sich, daB die 
Milchsiurebildung die ganze Gesamtaziditit deckt, so da man in 
diesen Fallen einer tatsichlichen Achlorhydrie gegeniibersteht. 

Wenn es aussieht, als wire die Milchsiurezahl gréBer als die Gesamt- 
aziditait, so ist dies nur anscheinend der Fall. Die Divergenz beruht 
darauf, daB die Gesamtazidititsbestimmungen an 10 ccm Fliissigkeit 
+ feste Teilchen) ausgefiihrt werden, waihrend die Milchsiure in 10 ccm 
Fliissigkeit, nachdem die an die festen Teilchen gebundene Milchsiure 
erst quantitativ befreit worden ist. 

Da die disperse Phase einer Probemahlzeit zwischen 10 und 20 °%%, 
liegt (bei Hypersekretion ist sie jedoch geringer), mu man die Milch- 
siurezahlen mit 4/5 & 9/10 multiplizieren, um sie mit den iibrigen 
Zahlen direkt vergleichbar zu machen. 

In Fall 1 bestimmte ich auBer der Milchsiure in dem angesiiuerten 
Filtrat die Milchsiure an der Probemahlzeit direkt, nachdem diese 
angesiiuert worden war. Die Milchsiurezahl betrug dann 30 statt 37 
(Gesamtaziditat 36). Die 30 riihren von der Milchséure, der Rest (6) 
von den basenbindenden Stoffen (Phosphaten und Proteinstoff) des 
WeiBbrotes her. 

Uber die klinische Bedeutung dieser Milchsiurebestimmungen 
wage ich nicht, mich auszusprechen. Ein einzelnes Moment méchte ich 
doch eben hervorheben. 

Es ist spaiterer Zeit ein Zweifel erhoben worden in betreff der 
diagnostischen Bedeutung von Siurebestimmungen in den Probe- 
mahlzeiten. Ob diese Skepsis berechtigt ist, muB dahingestellt bleiben ; 
es ist aber klar, da der Wert der Sauretitrationen durch den Umstand 
geschmialert wird, daB die gewonnenen Resultate nicht eindeutig sind; 
das werden die Titrationsergebnisse nicht sein, so lange sich nicht 
entscheiden laBt, inwiefern die gefundene Gesamtaziditat von Milch- 
siiure oder gebundener Salzsiure herriihrt. 

Vergleicht man Fall | und 2, wird man, solange man nur die ge- 
wohnliche Sauretitration unternimmt, ganz identische Resultate finden. 

Kongo 0, Phenolphthalein 36, 
0, > 36, 
woraus man geneigt sein wird, zu schlieBen, das man ganz einheit- 
lichen Sauresekretionsverhiltnissen gegeniiberstehe; unternimmt man 
aber die Milchsiiturebestimmungen, wird man finden, daf} man es in Fall | 
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: ausschlieBlich mit einer Milchsiurebildung zu tun hat; in Fall 2 handelt 
es sich dagegen in tiberwiegendem Mae um Salzsauresekretion. 
Fall 2 und 9 sind in betreff der gewéhnlichen Untersuchungen 

(Saiure, Menge und Retention) noch identischer. 
Fall 2: Boas 0, Kongo 0, Phenolphthalein 36, Menge 58 ccm. 
Retention 6 Stunden 20 ccm. 

Fall 9: Boas 0, Kongo 0, Phenolphthalein 40, Menge 54 + 36 ccm, 
Retention 6 Stunden 60 ccm. 

Die Milchsdure ist aber in Fall 2 = 11 (x 4/5) = 9 und in Fall 9 
= 48 (x 4/5) = 38. 

In Fall 2 stehen wir einer Hypochlorhydrie, in Fall 9 einer absoluten 
Achlorhydrie gegeniiber. 





Ce en 


Zusammenfassung. 
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1. Es wurde ein einfaches, auf einer Atherausschiittelung be- 
ruhendes, klinisches Verfahren zur Bestimmung von Milchsiure im 
Mageninhalt beschrieben. 

2. Es scheinen in den Ewaldschen Probemahlzeiten stets minimale 
Milchsiuremengen anwesend zu sein. 

3. Nennenswerte Milchsiuremengen scheinen nur anwesend zu i 
sein, wenn sowohl Achlorhydrie als Retention vorliegt. ; 
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Uber den Einflu6 der Wasserstoffionenkonzentrationen 
auf die antiseptische Wirkung des Sublimats'). 


Von 


fieorg Joachimoglu. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. September 1922.) 


Die antiseptische Wirkung einer Quecksilberverbindung ist ab- 
hingig von dem Dissoziationsgrade der Hg-Ionen. Seit den Unter- 
suchungen von Krénig und Paul?) besteht iiber diese Tatsache kein 
Zweifel. Zur Demonstration dieser Tatsache habe ich*) einen Versuch 
angegeben, der geeignet ist, diese Tatsache in einer Vorlesung zu 
demonstrieren. 

Im AnschluB an diese Untersuchungen schien mir von Interesse, 
den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die antiseptische 
Wirkung des Sublimats zu untersuchen. Die dariiber angestellten 
Versuche sollen im folgenden mitgeteilt werden. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Mit Hilfe von Puffer- 
lésungen nach Sdérensen*) wurde die gewiinschte Wasserstoffionen- 
konzentration hergestellt und die Lésungen mit Sublimat versetzt. Die 
HgCl,-Konzentration betrug etwa 1: 600000. Bei dieser Konzen- 
tration findet eine sichtbare Ausfaillung auch bei stark alkalischer 
Reaktion (py 12) nicht statt. Die angewandten Pufferlésungen?®) 
waren: 0,1 Glykokoll, d. h. 7,505 g¢ im Liter (ohne NaCl-Zusatz, weil 
sonst die Wirkung des Sublimats durch das NaCl beeinflubt wird), 
n/l0 NaOH, n/10 HCl, m/10 Lésung sekundiren Natriumcitrats. 


1) Vorgetragen in der Abteilung ,,Pharmakologie’ der Naturforscher- 
versammlung in Leipzig am 22. September 1922. 

*) B. Krénig und Th. Paul, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 25, 
1, 1897. 

8) Vgl. diese Zeitschr. 121, 259, 1921. 

4) Sdérensen, ebendaselbst 21, 131, 1909. 

5) Die Herren Aftzler und Lehmann vom Kaiser-Wilhelm-Institut ftir 
Arbeitsphysiologie hatten die Freundlichkeit, meine Lésungen durch die 
Gaskettenmethode zu kontrollieren. Ich spreche beiden Herren auch an 
dieser Stelle meinen besten Dank aus. 
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Zu 10 ccm der Pufferlésungen wurden von einer HgCl,-Stammlésung 
1 : 32000 0,5 bis 0,6 com zugesetzt. Zur Kontrolle wurde ein Réhrchen 
mit destilliertem Wasser und Sublimat angesetzt. Das Niahere geht 
aus den Tabellen hervor. Zu einer 24stiindigen Colikultur auf Schrig- 
agar wurden 2ccm 0,85proz. NaCl-Lésung zugesetzt und der ganze 
Bakterienrasen aufgeschwemmt. Von dieser Aufschwemmung kamen 
drei Tropfen in jedes Réhrchen. Die Réhrehen wurden bei 37° gehalten 
und nach 15 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden usw., auf 
Schragagar nach griindlicher Durchmischung der Fliissigkeit durch 
Schiitteln je zwei Osen ausgestrichen. Das Resultat wurde am niichsten 
Tage abgelesen. 

In der Tabelle I gebe ich zunichst einen Versuch wieder, bei dem 
Glykokoll und NaOH zur Herstellung der gewiinschten Wasserstoff- 
ionenkonzentration benutzt wurden. p,, schwankte zwischen 7,8 und 12,1. 





Tabelle I. 
, Nach Minuten 
Gna. .m/l0 Dest. Hg Ch 
Nr. stat NaOH HO 1:32000 Dp, 15 wW 60 120 180 
ecm com ccm com (37°) 
i. 9,9 0,1 0,5 7,8 6+ ty 
2 9,0 1,0 , 0,5 8,9 
3. 7,0 3,0 - 0,5 9,7 TI ++ rot + 
RR r rn re ois Re 1 1 | geringe aie 
4, 5,5 4,5 0,5 10,5 Spur 
5. 4,5 | 5,5 - 0,5 12,1 Spur - - _ 
6. eA) te 10,0 | 0,5 = 1. 4. FR For sl oe 
} | Spur 


Die Tabelle zeigt, daB zwischen einer Wasserstoffionenkonzen- 
tration p,, 7,8 und 9,7 die Sublimatlésung keine antiseptische Wirkung 
zeigt. Bei p, 10,5 ist nach einer zweistiindigen Einwirkungsdauer 
eine Wirkung nachweisbar, wahrend bei Py 12,1 die Wirkung schon 
nach 15 Minuten deutlich ist. Die antiseptische Wirkung in dem 
Kontrollréhrchen ohne Puffer entspricht der Wirkung des Réhrchens 
mit py 10,5. Dasselbe Resultat zeigt im wesentlichen die Tabelle IT. 





Tabelle II. 
Nach Minuten 
cpilo—m/l0_ | Dest. | HgCle 
Nr. kl NaOH | HO © 1:32000 Puy 15 x0 60 120 
com com com com (27°) 
a 9,9 0,1 _- 0,6 7.8 + + abe pote 
2. oe te 06 | 9,3). +4 +4 ost 
+ 9 6,0 4,0 _ 0,6 10,1 ho 
4, 4,5 5,5 -- 0,6 11,5 Spur — ~ 
5. — — 10,0 0.6 ~ Spur geringe Spur 
1) In den Tabellen bedeutet + Wachstum, — kein Wachstum. 
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Tabelle III. 





pe eee _— Nach Minuten 
=¥5 =O | m/l0 Dest. va . 
ER &3 HCl H,O xm: Puy ww ov 120 180 240 20 Std. 
ccm = ccm ccm com com (37°) (37°) 
9.0 : 1,0 — 0.5 3,3 Spur 

Q ¢ ~ | geringe 

9,9 0,1 0,5 4,4 Spur 

9,9 0,1 0,5 ce +- +- tot +--+ 

9,0 1,0 0,5 8,9 ++) +4 : ot 

; 5 Lauds ee \ ; . geringe 

6,0 4,0 0,5 | 10,1 Spur "Spur 

5,1 4,9 0,5 | 11,0 

4.5 5,5 0,5 12,0 - 

10.0 0,5 - }. + } Spur 


In der Tabelle II] haben wir in den ersten zwei Réhrchen saure 
Reaktion (p,, 3,3 bis 4,4), und wir sehen, daB bei dieser Wasserstoff- 
ionenkonzentration die antiseptische Wirkung des Sublimats ziemlich 
stark ist, sie entspricht der Wirkung von stark alkalischen Lésungen 
(py 11 bis 12). Dieser Versuch zeigt uns, daB wir bei der gleichen 
Sublimatkonzentration und verschiedenen Wasserstoffionenkonzen- 
trationen im stark alkalischen Gebiet eine antiseptische Wirkung 
beobachten, wahrend bei schwach alkalischer Reaktion (p, 7,8 bis 8,9) 
eine antiseptische Wirkung nicht nachweisbar ist. Es unterliegt keinem 
Zweifel, daB sowohl Wasserstoffionen wie auch Hydroxylionen eine 
Wirkung auf Bakterien zukommt. Bei stark alkalischer und stark 
saurer Reaktion haben wir demnach eine antiseptische Wirkung dieser 
Ionen, die sich zu der antiseptischen Wirkung der Hg-lonen summiert. 
Dagegen kommt bei schwach alkalischer Reaktion (p, 7,8 bis 8,°)) 
eine Wirkung von Wasserstoffionen oder Hydroxylionen auf die Bak- 
terien nicht in Betracht. Hier haben wir es lediglich mit der Wirkung 
der Hg-lonen zu tun, und wir miissen annehmen, daB in diesem Bereich 
die Wasserstoffionen das Sublimat in irgend einer Weise beeinflussen 
und seine antiseptische Wirkung vermindern. Dasselbe Resultat zeigen 
die Tabellen IV bis VI. 

Tabelle IV. 





2m ne aw i's Nach Minuten 
OS =6'55 =0 39 Ys 
Nr. oe GS iar Bs at Ft) Py 30 of | 120 | 180 | M0 | 20 Std 
ccm ccm ccm ccm ccm ccm (37°) (37°) 
1 95 0,5 - — 05°48 — _ 
2 — |95 — 05 — | 05 | 50 — — 
3 || — |7,0 - | 3,0 — | 05 5,5 Spur - 
4 — 6,0 — 40 — | 05 | 69 ; 
5 || — |525' — 1475 — | 06 | 66) +4 
6 99 — — Ol — 05 78 
7,90 — — 10 — | 05 89 
8 os ae -— - 100 05 
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snc 
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Tabelle V. 
2s ee et ae ee 1 Nach Minuten 
Nr. = Ets Bs —&= 46= a Py 30 12080 24 Sted 
cm cen com cem com) com (37%) Gi") 
l 6,0 40 — 0,5 59 -- 
2 5,5 4,5 0,5 63 _— 
3/| — 5625 4,75 — - 05 66 - 
41/99 — (0) - 0,5 7,8 
5||9,75 — 0,25 6,5 8,2 
6 9,5 0.5 05 85 
7 19,0 1,0 - 0,5 | 8,9 
8 8,0 $):\. +. (Obie 
O17 | — |$@. | - — | Os} O31 4++/4 
10/60 — 40 — — _ 0 10,1 ++ +- 
ll} — — 10,0) 0.5 | — + : Spur 
Tabelle VI. 
i oe = ore 2 Nach Minuten 
43 | Sf | 20 | 3S | SE 
Nr. 23 eS &s Ar | =e Py 30 6) = =«120 «180 249 20 Std. 
com com com ecm com (37°) (37) 
1 — | 5,25 | 4,75 - 066 | 66) +4 —_- — _ -- : 
2) 9,9 wie DY — 06 | 7,8)/+4+ +4 44/544 44° 44 
3) 9,75 |.-— | 025 -— 06 | 82j)++ 4+ 44+ :54+4+ 4+ +44 
4 95 — | 05 — 06 (> 85 ++ 4+ ++ 44 44 
5 || 9,0 — | 30 06 | 89/++ 4++4+ 44/44/44 
6/80 | — | 20 ) — | 06 | O8i4+/44 44/44/44 
7 || 7,0 — | 30 -- 06 | X¥7/++ +4 ++ 44/44 
8 6,0 — | 40 — 06 101,++ +4 t } Spur 
9 5,1 — | 49 — 0,6 11,0) +4 } Sp — 
10 4,9 — | 61 — 06 1115; — — —)|)| —) — — 
ls — - — 100 06 |— + 644+ 4+) 4 - -- 


Was die praktische Bedeutung dieser Versuche anbelangt, so 
empfiehlt es sich, bei der Desinfektion mit Sublimatlésung dafiir Sorge 
zu tragen, da eine schwach alkalische Reaktion (p, 7,8 bis 10,1) in 
dem zu desinfizierenden Medium nicht herrscht. Am vorteilhaftesten 
und am leichtesten wird wohl eine schwach saure (p,, 5,0 bis 6,6) Reak- 
tion herzustellen sein. 

Jedenfalls zeigen uns diese Versuche, da dem Wasserstoffion 
auch in diesem Spezialfall eine groBe Bedeutung zukommt, und es 
wird sich empfehlen, auch bei anderen Antisepticis ihnliche Versuche 
auszufiihren. Ich behalte mir vor, spiiter dariiber zu berichten. 

Warum das Sublimat bei schwach alkalischer Reaktion unwirksam 
ist, dariiber kénnen nur Vermutungen ausgesprochen werden, wahr- 
scheinlich handelt es sich auch hier um eine Abnahme der dissoziierten 
Hg-Ionen. 
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Adsorptions- und Entgiftungsvermégen einiger Kohlen®*). 
Von 
Georg Joachimoglu. 
Nach gemeinschaftlichen Versuchen mit Herrn 7. Takamatsu. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 25. September 1922.) 


In einer friiheren Abhandlung?) wurde gezeigt, dab von Kohle 
adsorbiertes Jod im Magen-Darmkanal des Menschen frei wird und 
zur Resorption gelangt. Im Urin findet sich so viel Jod, wie bei Appli- 
kation eines Jodalkalis. Nach Einnahme von 0,2 g Kohle, die mit 
0,4 g¢ Jod beladen war, wurden in den niachsten 60 Stunden 78°, des 
zugefiihrten Jods im Urin wiedergefunden. Die Vorstellung, dai die 
Kohle im Darm die Resorption von Stoffen hemmt, konnte demnach 
fiir Jod experimentell nicht bestatigt werden*). Es wire nun falsch, 
dieses Verhalten des Jods zu verallgemeinern, und ich habe vor 6 Jahren 
hervorgehoben, wie notwendig es ist, Versuche mit anderen Stoffen, 
speziell mit wirksamen Alkaloiden auszufiihren, um die Frage zu ent- 
scheiden, ob unsere Vorstellung, wonach Kohle imstande ist, durch 
Adsorption Gifte im Magen-Darmkanal zu entgiften, richtig ist, und 
ob wir durch Messung des Adsorptionsvermégens eines Kohlepraparats 


1) Vorgetragen in der Abteilung ,,Pharmakologie‘* der Naturforscher- 
versammlung in Leipzig am 20. September 1922. 

2) Vgl. diese Zeitschr. 77, 1, 1916. 

3) In einer jiingst erschienenen Arbeit hat Wiechowski (Therapie der 
Gegenwart 1922, Nr. 4, 8.121) darauf hingewiesen, da’ das Verhalten 
der mit Jod beladenen Kohle im Magen-Darmkanal vorauszusehen war 
und selbstverstindlich ist, ,,weil das adsorbierte Jod in Beriihrung mit 
dem Darminhalt sofort in Hypojodid, Hypojodate und Jodide umgewandelt 
werden muB, welche Umwandlungsprodukte nicht mehr adsorbierbar 
sind; es wird also nicht Jod von Kohle losgelést, sondern die nicht adsorbier- 
baren Hypojodide und Hypojodate’. Dieser Einwand Wiechowskis mub 
abgelehnt werden, denn Kohle ist ein vielseitiges Adsorbens, Kalium- 
jodid gehért auch zu den von der Kohle adsorbierbaren Stoffen. Der Ver- 
such lehrt, da8, wenn man 4 g Kohle (Carbo medicinalis Merck) mit 100 eem 
einer 1 proz. Kaliumjodidlésung schiittelt, filtriert, das Filtrat so lange 
auswischt, bis kein Jod nachweisbar ist, die Kohle verascht, sie den gréBten 
Teil des Jods adsorbiert hat. Es kann also keine Rede davon sein, dais 
Jodide von Kohle nicht adsorbiert werden. 
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in vitro in der Lage sind, etwas tiber sein Entgiftungsvermégen aus- 
zusagen. 

Die Ausfiihrung dieser Versuche konnte wegen der Schwierig- 
keiten bei der Beschaffung des notwendigen Tiermaterials zunichst 
nur in beschrinktem Umfange ausgefiihrt werden. Uber einen Teil 
dieser Untersuchungen hat Herr Geheimrat Heffter auf der Natur- 
forscherversammlung in Nauheim im Jahre 1920 einige Mitteilungen 
gemacht. In diesem Jahre war es mir nun méglich, in Gemeinschaft 
mit Herrn Takamatsu aus Japan die Versuche zu Ende zu fiihren. 

Wir haben bei zehn verschiedenen Kohlepraparaten, die wir dem 
Handel entnommen haben, zunichst nach dem friiher beschriebenen 
Verfahren!) das Adsorptionsverfahren in vitro fiir n/10 Jodlésung 
bestimmt?). Die gefundenen Zahlen sind aus Tabelle A ersichtlich. 
Sie zeigt, daB das Adsorptionsvermégen der untersuchten Kohlen 
zwischen 15,94 und 2,01 schwankt. Wir haben weiter quantitativ 
bestimmt, welche Menge eines Kohlepraparats 10 mg Strychninnitrat 
im Magen-Darmkanal des Hundes entgiftet. Hunde mit einem Korper- 
gewicht von 7 bis 10 kg (nur in wenigen Fallen muBten wir Tiere mit 
einem etwas héheren Koérpergewicht benutzen, naheres ist aus den 
Tabellen ersichtlich) erhielten 10 mg Strychninnitrat in 100 com Wasser 
gelést und verschiedene Mengen Kohle mit der Schlundsonde in den 
Magen. Tabelle | zeigt, dafs die Kohle mit dem stirksten Adsorptions- 
vermégen von rund 16,0 n/10 Jodlésung fiir 0,1 schon in Mengen von 
0,02 g das Strychnin so weit entgiftet, daB zwar Krampfe auftreten, 
aber das Tier am Leben bleibt. Die Zahlen fiir die anderen Kohle- 
praiparate finden sich in den Tabellen I bis X. Es sei bemerkt, dab 
fiir einen Hund von etwa 9kg Kérpergewicht 2,5 mg Strychnin bei 
somachaler Applikation geniigen, um Kraimpfe hervorzurufen, 10 mg 
Strychninnitrat also etwa 1 mg pro Kilogramm wirken in allen Fallen 
tédlich. Es ist oben gesagt worden, da das Adsorptionsvermégen 


1) Vgl. diese Zeitschr. 77, 1, 1916. 

2) Kobert (vgl. R. Kobert, Chemiker-Zeitung 1917, Nr. 67, 8S. 461) 
bestatigt meine Erfahrungen beziiglich der Brauchbarkeit dieses Ver- 
fahrens. In Ubereinstimmung mit meinen Befunden hat Horst (diese 
Zeitschrift 138, 99, 1921) gefunden, daB das relative Adsorptionsvermégen 
verschiedener Kohlen gegeniiber Methylenblau und Jod das gleiche ist. 
Es macht also praktisch keinen Unterschied, ob man das Adsorptions- 
vermégen mit Jod oder Methylenblau feststellt, es kommt aber darauf 
an, worauf ich vor 6 Jahren hingewiesen habe, nicht nur einen Grenzwert 
festzustellen, wie ihn das ésterreichische Ministerium in seinen Priifungs- 
vorschriften wihrend des Krieges vorschreibt, wonach 0,1 g Kohle 20 cem 
einer 1,5proz. Lésung von Methylenblau entfairben miissen, sondern den 
Entfarbungswert genau festzustellen. Ein derartiges Verfahren ist in meiner 
oben genannten Arbeit genau beschrieben. 
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der gepriiften Kohlesorten zwischen 2,0 und 15,94 cem n/10 Jodlésung 
schwankt. Im allgemeinen lauft Entgiftungs- und Adsorptionsvermégen 
der gepriiften Priparate parallel. Hs finden sich jedoch recht deutliche 
Abweichungen von dieser Regel, die uns zeigen, daB wir die Befunde in 
vitro fiir das Verhalten im Organismus, hier Magen-Darmkanal des Hundes, 
nur mit Vorsicht verwerten kénnen. Die am stirksten entgiftende 
Kohle (Knochenkohle, Kahlbauwm, vgl. Tabelle VII), von der 15 mg 
geniigen, um 10mg Strychninnitrat zu entgiften, adsorbiert nur die 
Halfte Jod von der am stirksten in vitro wirksamen Kohle. 
Genaueres ergibt sich aus folgender Zusammenstellung: 





In bezug In bezug 
auf das Adsorptionsvermégen auf das Entgiftungsvermégen 
in vitro steht beim Hunde steht 
An 1. Stelle Carbo animalis ,,Oranje‘ Knochenkohle gepulv. (Kahl 
baum) 
2. Blutkohle ger. (Kahlbaum) Carbo animalis ,,Oranje** 
3. Carbovent Carbo animalis (Merck) 
4. Carbo animalis (Merck) Blutkohle ger. (Kahlbaum) 
5. Buchenholzkohle (Kahlbaum) Buchenholzkohle (Kahlbaum) 
6. Carbo animalis purissimus Carbo animalis purissimus 
sice. (Merck) sice. (Merck) 
te 2 Knochenkohle gepulv. (Kahl- Carbovent 
baum) 
ers. Lindenkchle (Kahlbaum) Lindenkohle (Kahlbaum} 
er Carbo carnis purus pulv. Carbo carnis purus pulv. 
(Merck) (Merck) 


, FR ee Buchenholzkohle (Merck) Buchenholzkohle (Merck) 

Die Versuche zeigen uns, das wir durch Messung des Adsorptions- 
vermégens in vitro keineswegs berechtigt sind, eine SchluBfolgerung 
auf das Verhalten in vivo in quantitativer Hinsicht zu ziehen. Sie 
lehren uns auch, wie wertvoll eine quantitative Analyse eines biolo- 
gischen Vorganges ist. 

Fiir die in der Therapie benutzten Kohlen schlage ich vor, neben 
der Messung des Adsorptionsvermégens in vitro das Entgiftungs- 
vermégen fiir Strychnin wie oben geschildert bei Hunden zu bestimmen. 


Zusammenfassung. 

1. Bei zehn verschiedenen Kohlepraparaten des Handels, und zwar 
Carbo animalis ,,Oranje“, Blutkohle gerreinigt (Kahlbawm), Carbovent., 
Carbo animalis (Merck), Buchenholzkohle (Kahlbawm), Carbo animalis 
purissimus sicc. (Merck), Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum), Linden- 
kohle (Kahlbaum), Carbo carnis purus pulverisiert (Merck), Buchen- 
holzkohle (Merck) wurde das Adsorptionsvermégen in vitro mit Jod- 
lésung nach dem frither angegebenen Verfahren gemessen. Zum Ver- 
gleich wurde das Entgiftungsvermégen fiir Strychninnitrat im Magen- 
Darmkanal des Hundes bestimmt. 
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2. Adsorptionsvermégen nimmt in der Reihenfolge Carbo animalis 
, Oranje’, Blutkohle gereinigt (Kahlbaum), Carbovent, Carbo animalis 
(Merck), Buchenholzkohle (Kahlbaum), Carbo animalis purissimus sicc. 
(Merck), Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum), Lindenkohle (Kahlbaum), 
Carbo carnis purus pulverisiert (Merck), Buchenholzkohle (Merck) ab. 
Fiir das Entgiftungsvermégen wurde folgende Reihe festgestellt. 
Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum), Carbo animalis ,,Oranje‘*, Carbo 
animalis (Merck), Blutkohle gereinigt (Kahlbawm), Buchenholzkohle 
(Kahlbaum), Carbo animalis purissimus sice. (Merck), Carbovent, 
Lindenkohle (Kahlbaum), Carbo carnis purus pulverisiert (Merck), 
Buchenholzkohle (Merck). 

3. Es wird empfohlen, neben der Messung des Adsorptionsvermégens 
in vitro mit Jodlésung auch das Entgiftungsvermégen fiir die in der 
Therapie benutzten Kohlen zu bestimmen. 














4. Fiir die in der Therapie angewandten Kohlen ist zu verlangen, 
daB 0,01 g Strychninnitrat durch 0,1 g Kohle entgiftet werden. 
Tabelle A. 
¥ g Kohle 10 Bo, stry a tener — : 
: sorbi a ; 
Koblepraparat oun ant tel "asin antaitet dutch 4 
losung g Kohle i 
1. Carbo animalis ,,Oranje“‘ 15,94 0,02 (Tabelle T) { 
2. Blutkohle gereinigt (Kahibaum) 13,01 0,07 (Tabelle IT) ; 
3. Carbovent . 12,07 0,13 (Tabelle ILI) 
4. Carbo animalis (Merck) . 10,63 0,02 (Tabelle TV) 
5. Buchenholzkohle (Kahlbaum) 9,39 0,1 (Tabelle V) 
6. Carbo animalis purissimus sicc. 
(Merck) . 8,05 0,15 (Tabelle VI) 
7. Knochenkohle gepulv ert (Kahl. 
baum). . : 7,69 0,015 (Tabelle VIT) 
8. Lindenkohle (Kahlbaum). 4,85 1,0 (Tabelle VITI) 
9. Carbo carnis purus pulv erisiert 
(Merck). .. I 3,64 15 (Tabelle LX) 
10. Buchenholzkohle (Merck) 2,01 15,0 (Tabelle X) 
Tabelle I. 
Oranjekohle. 
Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 15,94 ccm n/10 Jodlésung. 
Nummer Hund oN - ‘ 
Sears lizie Kohle q 
yeni — + sti poms ind chninnitret Resultat 
8 
1 6,8 2,0 Tier bleibt gesund 
2 6,9 4,0 wi i ie 
(+ 20 mg Strichninnitrat) 
3 6,75 0, % a9 
4 8,5 0,5 ” > ” 
5 8,5 0,5 99 ” ” 
6 6,9 0,02 Kriampfe, lebt 
7 6,95 0,015 ‘i Exitus nach 1 Stunde 
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Blutkohle 


Adsorptionsvermégen : 


Tabelle II. 
gereinigt (Kahlbaum). 
0,1 g = 13,01 cem n/10 Jodlésung. 
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Nummer Hund 





é Aoi Applizierte Kohle in g ’ 
Vian — + 10 mg Strychninnitrat Reetties 
such: cg 
l 9,8 0,1 Tier bleibt gesund 
2 ya 0,08 99 
3 10,4 0,07 Pr Ls i 
4 7,6 0,06 Kriampfe, Exitus nach 1 Stunde 
3) 7,4 0,05 lebt 
6 9.8 0,04 ’ Exitus nach 35 Min. 
Tabelle III. 
i Carbovent. 
| Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 12,07 cem n/10 Jodlésung. 
Nummer Hund = , P 
a eee: Applizierte Koble in g 
ay... — + 10 mg Strychninnitrat Resultat 
such: g 
j ] 10,5 0,2 Tier bleibt gesund 
| 2 6,8 0,15 Kriimpfe, lebt 
4 3 8,4 0,13 a - 
{ 4 6,9 0,1 ia Exitus nach | Stunde 
: 5 7,0 0,02 of rie »» 25 Min. 
Tabelle IV. 
Carbo animalis ,,Merck* 


Adsorptionsvermogen : 


0,1 g = 10,63 cem n/10 Jodlésung. 





Nummer Hund 


des Gewicht 
Versuchs kg 
l 8,5 
2 7,5 
3 (Katze) 
2,5 
4 (Katze) 
2,0 
5 (Katze) 
2,5 
6 (Katze) 
2,0 
7,8 
8 10,65 
9 10,5 
10 11,0 
1] 8,5 
12 11,3 
13 10,8 
14 8,3 
15 5,0 





$ 
4 
$ 


Applizierte Kohle in g 
+ 10 mg Strychninnitrat Resultat 


2,0 Tier bleibt gesund 

0,7 - Pr ” 

0,5 9 

0,3 a ” 

0,1 Exitus nach 1% Stunden 
0,2 ’° 9° 4 ’* 
0,3 Tier bleibt gesund 

0,2 ’ om 9 

0,1 9 2 - 

0,05 a 9» os 

0,02 Exitus nach 3 Stunden 
0,05 Tier bleibt gesund 

0,03 ie ” or) 

0,02 ,, ist sehr krank, lebt 
0,015 Exitus nach | Stunde 
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Tabelle V. 
Buchenholzkohle (Kahlbaum). 
Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 9,39 cem n/10 Jodlésung. 








Nummer Hund as , : 
very, | Cetomt NS atte Resula 
| 9,9 0,3 Tier bleibt gesund 
2 10,2 0,1 és bis = 
3 y 0,1 Krimpfe, lebt 
4 7,6 0,08 oh Exitus nach 40 Min. 
5 14,2 0,07 Tier sofort tot 
6 7,4 0,05 Krampfe, Exitus nach 20 Min. 


Tabelle VI. 
Carbo animalis purissimus siccus (Merck). 








Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 8,05 cem n/10 Jodlésung. ; 
Nummer Hund ee , : 
nane Applizierte Kohle in g 
_ des Gewicht = 4 si mg Seaiabaninns Resultat 
Versuchs kg ’ : 
I 8,0 0,15 Krampfe, lebt ; 
2 9,0 0,12 oe Exitus nach 40 Min. 
3 10,3 0,1 a lebt 
4 6,6 0,08 oe Exitus nach 2 Stunden 


Tabelle VII. 
Knochenkohle (Kahlbaum). 
Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 7,69cem n/10 Jodlésung. 








Nummer | Hund —Applizierte Koble in 
en ir + 0 mg Strychninnitest Resultat 
34 8,1 2,0 Tier bleibt gesund 
35 12,1 0,03 Tetanus, lebt 
36 PLG.] 0,03 Pe és 
37 10,0 0,025 oe aft 
38 9,8 0,02 Kriimpfe, lebt 
39 10,3 0,015 6 9 
40 11,1 0,010 Nach 1 Stunde Exitus 


Tabelle VIII. 
Lindenkohle (Kahlbaum). 
Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 4,85 ccm n/10 Jodlésung. 





Nummer Hund pT a ale ce 

Vetting Cemiebt 3D me Srychninnitnt Resultat 
l 6,7 1,0 Krampfe, lebt 
2 6,5 0,9 te Exitus nach 47 Min. 
3 8,6 0,2 y PP », 2St.30Min. 
4 7,4 0,1 os Ae », 1 Stunde 
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Tabelle IX. 
Carbo carnis purus pulv. (Merck). 


Adsorptionsvermoégen: 0,1 g 3,64 cem n/10 Jodlésung. 





—" Gontens ee Soe > 8 Resultat 
: + 10 mg Strychninnitra 
Versuchs kg 
1 7,9 15 Krampfe, lebt 
2 10,! 1.4 = Exitus nach 45 Min. 
3 y Be OS os 99 om 30 
4 10.3 0,2 on 50 


Tabelle X. 
Buchenholzkohle (Merck). 
Adsorptionsvermégen: 0,1 g = 2,01 cem n/10 Jodlésung. 





ides. Gewicht Appliierte Koble in Resultat 
Versuchs ky 8 oirye 
l 7,6 15 Kriampfe, lebt i 
2 7,8 10 af Exitus nach 3 Stunden 
: 3 8,3 4 ‘a me ,, 40 Min. 
4 8,4 3 wa ay es SE ce 
5 6,8 2 i aa ,» 1 Stunde 
6 10,1 l Exitus nach 4 Stunden 
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Uber den Einflu6 der parenteralen Zufuhr einiger Aminosiuren 
auf den respiratorischen G@aswechsel des Hundes. 


Von 


F. W. Krzywanek. 


{Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hocb- 
schule Berlin.) 


(Eingegangen am 29. September 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Verwertbarkeit der auf parenteralem Wege in den Organismus 
eingefiihrten Aminosiiuren hat Buglia') in einer ausfiihrlichen Arbeit 
diskutiert und dabei auf die Schwierigkeiten aufmerksam gemacht, die 
der Lésung dieser Frage entgegenstehen. Buglia versuchte durch die 
Verfolgung des Stoffwechsels seiner Versuchstiere einen Einblick in 
das Schicksal der injizierten Aminosiuren zu erhalten, ein Weg, den 
vor ihm schon verschiedene Autoren beschritten hatten. Bei der sehr 
kritischen Auswertung seiner Versuchsergebnisse kommt Buglia zu 
dem SchluB, daB die direkt in die Blutbahn eingefiihrten Aminosiuren 
rasch verbrannt werden und nur ein kleiner Teil der Oxydation entgeht 
und durch die Nieren ausgeschieden wird. Letzteres begriindet er 
damit, da die Konzentration der Aminosiuren im Blute plétzlich 
einen sehr hohen Grad erreicht, so daf es dem Organismus an der 
geniigenden Zeit fehlt, sie vollstiindig zu zerlegen und zu oxydieren. 

Wenn nun tatsichlich eine Verbrennung parenteral einverleibter 
Aminosiuren im Korper stattfiinde, so miiBte dies eine Anderung des 
Gaswechsels zur Folge haben. Vor allem miiBte das Verhalten des 
respiratorischen Quotienten und des Sauerstoffverbrauchs ein MaB 
dafiir geben, ob und in welchem Grade eine Verbrennung stattfinde, 
iiber welche Zeit sich dieselbe erstreckte und wann sie abgeklungen 
sei. Aus diesen Uberlegungen sind auf Anregung von Herrn Prof. 
Scheunert die folgenden Versuche ausgefiihrt worden. 

Die Versuche wurden am tracheotomierten Hunde mit der be- 
kannten Zuntz-Geppertschen Apparatur vorgenommen. Die Infusion 
erfolgte ausnahmslos in die Vena jugularis, von deren Freilegung ich 


1) Zeitschr. f. Biol. 58, 162, 1912. 
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aus verschiedenen Griinden Abstand nahm. Es bictet namlich keinerlei 
Schwierigkeiten, die gestaute Jugularis mit einer Rekordkaniile an- 
zustechen und, wenn durch HerausflieBen von Blut die Gewahr gegeben 
ist, daB man wirklich in derselben ist, aus einer geniigend groben Spritze 
die betreffende kérperwarme Lésung zu infundieren. Diese kleine 
Operation lieben die Hunde ohne Aufregung und vollstandig ruhig 
iiber sich ergehen, wihrend sie bei der Freilegung der Jugularis und 
dem vorherigen Aufbinden groBbe Angst zeigten und sich nur schwer 
beruhigten. Ich hitte also mit dem ersten Versuch lingere Zeit warten 
miissen, weshalb ich, auch aus humanitiaren Griinden, das oben skizzierte 
Verfahren vorzog. Sofort nach der Infusion kam der Hund wieder an 
die Gasuhr, und sobald sein Atemvolumen einige Minuten konstant 
geblieben war, wurde mit dem ersten Versuch begonnen. Zur Infusion 
verwandte ich die jeweils zur Untersuchung kommende Substanz in 
den bei den einzelnen Protokollen angegebenen Mengen in 70 ccm 
Aqua dest. gelést, was ungefihr 10°%, der Blutmenge des Tieres ent- 
sprach. 
Vorversuche. 

Da nach Verzar') schon die intravenése Infusion einer 0,75 proz. 
Kochsalzlésung zu einer Erhéhung des O,-Verbrauchs fiihren kann, 
so schien es mir notwendig, vor Beginn der eigentlichen Versuche 
so weit als méglich zu untersuchen, ob und welche Einfliisse die be- 
gleitenden Umstinde der Versuche auf den Gaswechsel hitten. Vor 
allem ist die Kohlensiiureabgabe derart labil, da® schon ein gering- 
fiigiger AnlaB sie zu andern vermag und damit auch den Respirations- 
quotienten. Es ist daher von groBem Vorteil, wenn man solche Ein- 
fliisse zwar nicht ausschalten, wohl aber rechnerisch erfassen kann. 

Um zunichst einen Uberblick iiber die Ruhewerte des Tieres zu 
gewinnen, nahm ich an vier aufeinanderfolgenden Tagen morgens 
niichtern die Versuche der Tabelle I vor. Sie zeigen die erwarteten 





Tabelle I. 
ae Pro Minute ccm g-cal. 
V 
Datum aman RQ pro Bemerkungen 
p. Min. Lt. CO, O» Minute 


11. I. 1,2261 37,39 52,59 0,71 246,70 Ruhewerte 

12. I. 1,1439 | 34,54 53,17 0,65 245,40 morgens 

13. I. 1,2170 | 37,74 52,58 0,72 247,14 niichtern 

14. I. 1,3350 | 40,60 57,22 0,71 268,36 
nur geringen Schwankungen der Gaswechselwerte; die Erhéhung im 
letzten Versuch scheint darauf zuriickzufiihren zu sein, da das Tier, 
eine Hiindin, an dem betreffenden Tage laiufig war. 


1) Diese Zeitschr. 84, 41, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 33 
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Die Wirkung der intravenésen Zufuhr von 70 ccm physiologischer 
: Kochsalzlésung zeigen die Versuche in Tabelle II. Die Erhéhung des 
Tabelle II. 
Am 19. Januar um 10°09! in 32”, am 21. um 9'55! in 23” 70 cem 0,75 proz. 
: Kochsalzlésung infundiert. 
. aes Pro Minute ccm g-cal. 
; Datum Absol. Zeit Ventilation RQ pro 
p- Min. Lt. CO, | O» Minute 
19. I. 9h 13’ bis, 9237’ —- 11,0360 34,39 53,83 0,66 249,69 
i 10 20 ,, 10 40 1,2309 33,60 57,49 0,58 260,45 
{ i’ O06 ,,. IF 26 1,3082 36,63 56,20 0,65 259,42 
itl 60:.,, #2 07 1,3617 37,17 55,83 0,67 259,07 
12 38. ,, 12 66 1,4098 37,36 55,07 0,68 256,22 
3h. I 9 04 2 0 25 1,1082 36,02 55,27 0,65 255,11 5 
10 05 ,, 10 25 1,0896 31,17 | 57,83 0,54 259,25 
1115 ,, 1135 | 1,2984 | 36,87 | 58,12 0,63 266,84 
12 15 ,, 12 33 1,2486 36,71 59,18 0,62 271,03 
O,-Verbrauchs und die verringerte CO,-Abgabe ist in beiden Versuchen 
deutlich, sie stehen also in guter Ubereinstimmung mit den Versuchen 
‘ Verzars (I. c.). 
t Von Interesse war nun noch die Frage, ob destilliertes Wasser 
allein schon eine Anderung des Gaswechsels bewirkt. Zu diesem Zweck 
‘s infundierte ich in drei Versuchen (Tabelle III) je 70 ccm Aqua dest. 
iy Tabelle III. 
Am 23. um 108’ in 18”, am 25. um 10°17 in 23” und am 27. um 10 19 
Z| in 20” je 70cem Aqua dest. infundiert. 
& i 
Ps as Pro Minute ccm gecal. 
Datum Absol. Zeit Ventilation - RQ pro 
: p. Min. Lt. CO, O» Minute fi 
rf ) 
ii i 23. I. 9115’ bis 9637! | 1,1655 36,48 53,32 0,68 248,10 : 
at i 10 15 _,, 10 32 1,3269 40,42 55,52 0,73 261,40 : 
fi hi: £0.)), 28 1,5067 45,05 58,23 0,77 277,44 : 
ct : 
25. 1. 925 , 943 | 1,225 38,08 52,25 0,73 246,36 ' 
ce 10 25 ,, 10 48 1,381 38,53 57,63 0,67 267,34 
a 1125 ,, 1142 | 1,408 | 42,38 | 59,71 | 0,71 | 280,04 
1 12 25 ,, 12 42 | 1,359 40,14 56,49 0,71 264,93 
> i | 
| 27.1. | 925 ,, 945 | 1,148 || 36,38 | 52,52 | 0,69 | 245,01 
om 10 28 10 39 1,164 || 38,43 54,06 0,71 253,63 
of 10 42 ,, 1053 | 1,140 | 38,80 51,26 0,76 243,38 
A i 11 40 ,, 11 59 1,306 | 40,49 57,22 0,7 268,18 
if Ich méchte erwihnen, dali das verwendete Wasser vor dem Versuch 
in Glaskolben zweimal rektifiziert worden war, um die Wirkung zu 
7 vermeiden, die das bei der technischen Darstellung in Kwpferschlangen 
if 
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gekihlte und in kupfernen GefaiBen aufbewahrte und deshalb oft Spuren 
von Kwpfercarbonat enthaltende Wasser auf den Gaswechsel ausiiben 
kénnte'). Auch in diesen Versuchen ist eine Wirkung auf den Sauerstoff- 
verbrauch unverkennbar. Die Erhéhung halt sich im allgemeinen in 
den Grenzen der Versuche in Tabelle II, nur ist hier die CO,-Abgabe 
ebenfalls erhOht und deshalb ein Absinken des Respirationsquotienten 
nicht eingetreten; vielmehr ist auch dieser eine Kleinigkeit gestiegen. 
Nur im Versuch am 25. Januar ist die Erhéhung des Sauerstoff- 
verbrauchs so betriachtlich (10,3°% gegeniiber dem Ruhewert), daB es 
zu einem Absinken des Respirationsquotienten kommt, ohne daB ein 
aiuBerlicher Grund fiir diese starke Zunahme des 0,-Verbrauchs vorlag. 

Fir den lebhaften Hund war es sicher eine ziemliche Anstrengung, 
stundenlang, ohne sich zu riihren, an der Gasuhr still zu liegen. Es 
war daher noch zu priifen, ob diese Anstrengung einen EinfluB auf 
den Gaswechsel habe. Diese Frage untersuchte ich durch drei Ruhe- 
versuche hintereinander am 30. Januar (Tabelle IV). Der Hund lag 





Tabelle 1V. 
Ventil, Pro Min. com gecal. 
Datum Absol. Zeit p. Min. RQ pro Bemerkungen 
Lt. CO, O» Minute 


30.1. 9835! bis 9h53’ 1,2313/ 37,55 53,95 0,70 (252,36 Drei Ruhever- 
10 30 ,, 10 48 1,2522 38,94 56,41 0,69 263,15, suche nachein- 
11 30 ,, 11 51 11,1384 36,66 53,97, 0,69 251,10 fasion, 
31.1. 9 25 ,, 9 43 |1,2037 35,99 52,63 0,68 (244,86, 10h00” Vorberei 
10 19 | 10 37 1.2390 36.43 56.23 0.65 259,54 tung z.Infusion, 
11.17 2. 11 36 (1.1794 35.03 53,57) 0.65 (247.28 Finfuren Ka 
infundiert. 


die ganze Zeit iiber, auch zwischen den einzelnen Versuchen, ruhig 
unter seiner Decke. Ein Einflu8 auf den Gaswechsel ist nicht erkennbar. 
Auch der Einflu8 der Operation ohne Infusion, den ich am 31. Januar 
untersuchte (Tabelle IV), ist unbedeutend. Ich fand in diesem Falle 
eine kleine Erhéhung des Minutenvolumens und somit der Produktion, 
die sich aber in den Grenzen der Schwankungen der Ruhewerte hilt. 

Es erschien aus verschiedenen Griinden wichtig, auch die Wir- 
kungen einiger Salzlésungen bei dieser Gelegenheit zu priifen. Ich 
stellte deshalb mit einer 0,75proz. Natriumbicarbonat- und einer eben- 
solchen Natriummonophosphatlésung die Versuche der Tabelle V an. 
Auch hier war eine Wirkung vorhanden, sie trat aber im allgemeinen 
erst spiiter ein. Wihrend in den friitheren Versuchen schon im ersten 


1) Rietschel, Uber Fieber nach Kochsalzinfusionen bei Siiuglingen. 
Miinch. med. Wochenschr. Nr. 12, 1914; vgl. hierzu Sitzungsber. d. Dresdener 
Ges. f. Natur-u. Heilkde. 1913/14, S. 122, Diskussionsbem. von Schewnert. 
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Tabelle V. 
Ventil. Pro Min. ccm gecal. 
Datum Absol. Zeit p. Min. RQ pro Bemerkungen 
Lt. CO, Oy Minute 


1.11, 9615’ bis 9635’ 1,1207 33,510 50,990 0,66 236,54 10h11" in 21” 
10 23 ,, 10 53 1,2028 36,806 53,130) 0,69 247,85 UTE Gire 
11 25 ,, 11 40 |1,5768| 43,992 62,236) 0,71 291,98, inf ” — 
12 04 ,, 12 19 |1,4869 40,889 58,240 0,70 (272,42 
115 ,, 1 34 1,1714 33,61951,576 0,65 238,90 
915 ,, 9 35 1,2157 36,34951,010 0,71 239,23 10h05' in _ 24” 
10 15 ,, 10 31 11,3232) 35,85951,313) 0,70 240,02, (sam, 075° 
11 02 ,, 11 17 1,6049) 45,735.61,809) 0,74 292,13. inf.” 
12 33 ,, 12 51 (1,3738 41,625 55,253, 0,75 261,87 


6.11. 940 ,, 9 59 (1,2279 42,810 56,134 | 0,76 266,72 10h 20° in 21” 
10 27 ,, 10 49 1,2003 | 37,328 54,984, 0,69 256,50, {). sem, 0.750) 
10 56 ,, 11 11 1,5829 47,646 62,936 | 0,76 299,07 int. 
11 40 ,, 11 58 1,3492  40,340156,274 0,72 |264,62 
12 05 ,, 12 23 |1,3840 41,797 58,834, 0,71 275,93 

10.11. 9 50 ,, 10 12 1,1813  36,030,50,726 | 0,71 237,90 1033 in_ 18” 
10 39 ,, 10 59 |1,3559 | 42,575/58,249) 0,73 (274,63, (com, 0.75 
11 05 ,, 11 23 1,5053) 44,85758,027) 0,77 276,46) ing 
11 45 ,, 12 02 1,5026 44,92761,155 0,73 288,33 
1245 ,, 105 1,3198 41,308 58,056 0,71 272,28 


Versuch nach der Infusion eine Anderung sich bemerkbar machte, 
blieb hier der Gaswechsel im ersten Versuch nach der Infusion am 
4. Februar unbeeinfluBt, am 6. Februar sank er sogar nicht unerheblich 
ab, um dann wieder zuzunehmen. Im iibrigen sind die hier gefundenen 
Steigerungen die erheblichsten von den bisher gefundenen, und wiederum 
die durch die Natriumbicarbonatlésung erzielten gréf%er wie bei der 
sauren Monophosphatlésung. 

Ks ist also nicht zu bezweifeln, da die Infusion verdiinnter Salz- 
lésungen, ja sogar des destillierten Wassers allein eine deutliche Stei- 
gerung von Q,-Verbrauch und CQ,-Produktion veranlassen. Diese 
liegen aber durchweg in Grenzen, die etwa 10ccm pro Minute nicht 
tiberschreiten und fiihren zu keiner wesentlichen Verschiebung der 
Verbrennungsvorgiinge im Organismus; denn der Respirationsquotient 
erleidet durch sie nur geringfiigige Anderungen, die im Rahmen der- 
jenigen liegen, welche man auch bei reinen Ruheversuchen oft erhilt. 


Hauptversuche. 


Nach Beendigung der Vorversuche schritt ich an die eigentlichen 
Respirationsversuche nach Infusion von Aminosiuren. Mir standen 
zu diesen Alanin und Glykokoll zur Verfiigung, die weiter vorgesehene 
Verwendung von Tyrosin und Cystin scheiterte an der schweren Léslich- 
keit der letzteren. In Wasser fast unléslich, schien mir ihre Applikation 
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als Emulsion wenig ratsam und ebensowenig angebracht ihre An- 
wendung in stark saurer Lésung. 

Den ersten Versuch stellte ich mit Hund ,,Lotte‘ nach Infusion 
von 10g Alanin am 13. Februar an. Nach diesem Versuch beschlol 
ich, die Respirationsversuche mit Stoffwechselversuchen zu verbinden, 
um wenn méglich an den N-Ausscheidungen eine Kontrolle fiir die 
Respirationsversuche zu haben. Aus unbekannten Griinden kam aber 
der Hund nicht ins Stickstoffgleichgewicht, weshalb ich nach einem 
weiteren Respirationsversuch am 4. Marz den Hund wechselte. Hund 
,.Mohr** stelite sich in kurzer Zeit auf die N-Zufuhr ein; an ihm fiihrte 
ich nun die weiteren Versuche simtlich durch. 


Respirationsversuche. 
Tabelle VI (Versuch 1). 
Hund ,,Lotte‘‘, Gewicht 8,1 kg. 
13. Februar 1922. Um 1020! in 26 Sekunden 10 g Alanin in 70 com Wasser 





infundiert. 
Ventilation Pro Minute ccm gecal. Steige- 
Nr. Absol. Zeit _ pro RQ pro ~_ der 
Minute Lt. CO, Oz Minute cal. % 
1. 9515’ bis 9535’ 1,2302 40,966 54,253 0,76 257,71 
2} 10:27 ,, 10.43 1,5335 47,691 65,419 0,73 308,43 19,6 
3. 10 47 ,, ll Ol 1,7779 56,003 70,438 0,80 338,20 31,2 
4) 1108 ,, 1b 17 2,0271 | 64,867 80,820 0,80 388,05 50,5 
5. 11 22 ,, 11 36 1,6754 }»55,623 71,168 0,78 339,05 31,8 
6, 11 46-.,, 12 Ol 16175 51,761 65,914 0,78 315,66 22,5 
a tee, FO 1,3068 42,603 59,513 0,72 279,85 8,5 


Versuch 1 (‘Tabelle VJ). Der Versuch verlief reibungslos. Nach einem 
Niichternversuch gelang die Infusion um 10°20’ in 26 Sekunden und be- 
reits 7 Minuten spiter hatte sich der Hund so weit beruhigt, daB der erste 
Versuch beginnen konnte. Schon in dieser kurzen Zeit nach der Infusion 
war die Ventilation um 0,3 Liter, die CO,-Abgabe um 7 ccm, der O,-Ver- 
brauch um 1] ccm und die Kalorienproduktion') um 19,6% gestiegen. 
Das Abfallen des Respirationsquotienten ist wohl darauf zuriickzufiihren, 
da8 der erste Wert desselben, ebenso wie die CO,-Produktion etwas hoch 
ausgefallen war; denn eine Produktion von annahernd 41 cem ist nur noch 
in dem Ruheversuch vom 14. Januar (Tabelle [) zu verzeichnen gewesen. 
Die Steigerung aller Werte setzte sich nun in Versuch 3 und 4 fort, bis in 
letzterem der Héhepunkt der Oxydation erreicht wurde. 45 Minuten nach 
der Infusion betrug die Steigerung des Minutenvolumens 0,8 Liter, der 


') Die Kalorien wurden nach Zuntz bestimmt. Die Tabelle ist zwar 
nur fiir die Verbrennung von Fett und Kohlehydraten errechnet und hat 
fiir die Verbrennung stickstoffhaltiger Stoffe keine Giiltigkeit. Da aber 
aus der vermehrten Kalorienproduktion keine Schliisse quantitativer Art 
gezogen werden, sondern dieselbe nur zur Orientierung dienen soll, habe 
ich geglaubt, die Zunizsche Berechnung vornehmen zu diirfen. 
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CO,-Produktion 24 cem, des O,-Verbrauchs 26 cem und des Respirations 
quotienten 0,04. Die Wirmeproduktion war gegeniiber der Ruhe um 
130 Kalorien, also 50,5°, gestiegen. Im niachsten Versuch, der 1 Stunde 
2 Minuten nach der Infusion begann, war bereits ein Absinken der Gas- 
wechselwerte eingetreten, das sich in den folgenden Versuchen fortsetzte, 
bis im letzten Versuch, 2 Stunden 25 Minuten nach der Infusion, die 
Nuchternwerte beinahe wieder erreicht worden waren. Erwihnenswert 
ist in der Versuchsreihe das gleichmi®ige Ansteigen der CO,-Abgabe, 
des O,-Verbrauchs und des Respirationsquotienten. Da die CO,-Pro- 
duktion einen stiirkeren Anstieg aufwies wie der O,-Verbrauch, resultierte 
eine wenn auch geringe Erhéhung des Respirationsquotienten bis auf 0,80. 
Der Abfall war ein ebenso gleichmaBiger wie der Anstieg; auch hier bilden 
die Werte eine fortlaufende, abwarts fiihrende Reihe. 


Tabelle VII (Versuch 2). 
Hund ,,Lotte, Gewicht 8,03 kg. 
4. Marz 1922. Um 107’ 10g Alanin in 70cem Wasser in 25 Sekunden 





infundiert. 

Ventilation Pro Minute ccm gecal, Steige 
Nr. Absol. Zeit _ Pro RQ pro rung der 

Minute Lt. CO, Oz Minute cal, °}, 
1. 9h20' bis 9b39' 1,2929 || 36,072 49,714) 0,73 234,08 — 
2. 0-16. ,, 30-27 2,0897 | 48,900 65,869 | 0,74 311,54 33,1 
3. 10 35 ,, 10 46 2.4129 || 52,601 64,907 | 0,81 312,44 33,5 
4. ry OS, 1 a2 2,7238 || 63,193 78,120) 0,81 376,04 61,0 
5. 11 28 ,, 11 39 2.4543 55,969 70,036 0,81 336,18 43,6 
6. 13 00° ,, 12 12 2,0639 51,391 64,539 0,80 | 309,55 32,2 
¥ 12 35 ,, 12 47 2,1012 51,900 66,609 0,78 318,09 35,9 
8. l’ou > - ao 1.7745 | 46,846 59,269 0,79 283,83 21,3 
9. 230 , 2 46 1,4977 | 35,794 48,149 0,74 227,79 a= 


Versuch 2 (Tabelle VII). Der Versuch wurde in derselben Weise durch- 
gefiihrt wie der erste, nur wurde die Beobachtung bis auf ungefahr 4 4% Stunden 
nach der Infusion ausgedehnt. Auch in diesem Versuch erfolgte die In- 
fusion ohne Zwischenfall innerhalb 25 Sekunden, der erste Versuch konnte 
8 Minuten nach der Infusion beginnen. Genau wie in der ersten Versuchs- 
reihe setzte der Anstieg der Gaswechselwerte im ersten Versuch nach der 
Infusion ein, nur war er betrichtlich gréBer als in Versuch 1. Einer Stei- 
gerung der Ventilation um 0,8 Liter, also der im ersten Versuch erzielten 
Hochststeigerung, der CO,-Abgabe um 13 und des O,-Verbrauchs um 
16cem, entsprach eine Steigerung der Warmeproduktion um 33,1%. 
Der nachste Versuch, 28 bis 39 Minuten nach der Infusion, brachte neben 
einer weiteren Steigerung des Minutenvolumens eine Erhéhung der CO,- 
Abgabe um 4 ccm und durch ein geringes Absinken des O,-Verbrauchs ein 
Anwachsen des Respirationsquotienten auf 0,81 gegeniiber einem Niichtern- 
wert von 0,73, wiahrend die Kalorienproduktion keine Anderung zeigte. 
Der Héhepunkt der Oxydation wurde in derselben Zeit erreicht wie in der 
ersten Versuchsreihe; die erreichten héchsten Werte bleiben eine Kleinig- 
keit unter denen der ersten Reihe, die prozentuale Steigerung dagegen 
ist infolge der niedrigeren Ausgangswerte der zweiten Versuchsreihe groBer. 
Das in Versuch 5 beginnende Absinken des Gaswechsels wurde in Versuch 7 
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durch ein erneutes leichtes Ansteigen vor allem des O,-Verbrauchs unter- 
brochen, das bei diesem Versuch zum erstenmal auftrat und sich bei den 
spiiteren Versuchen regelmaBig wiederholte. Nach diesem kleinen Anstieg 
setzte sich der Abfall weiter fort. so da} in dem letzten Versuch, ungefih: 
41%, Stunden nach der Infusion, die gefundenen Werte etwas unter den 
Anfangswerten lagen, die Wirkung des Eingriffs also vollstandig abge- 
klungen war. 

Wie schon oben erwihnt, war ich nach diesem Versuch gezwungen, 
das Versuchstier zu wechseln. Ich nahm einen unserer Hunde, der 
schon in vielen anderen Versuchen sich als ein vorziigliches Versuchstier 
erwiesen hatte. Neben einer hohen Intelligenz zeichnete er sich durch 
eine gréBere Ruhe, ich méchte nicht direkt sagen Phlegma, aus, das 
ihn besonders zu derartig langandauernden Versuchen geeignet er- 
scheinen lief. Er hat die in ihn gesetzten Erwartungen in vollem Mabe 
erfiillt. 

Ich méchte an dieser Stelle einfiigen, das die Kombination der 
Respirations- mit den Stoffwechselversuchen einen Nachteil hatte 
insofern niimlich, als der Hund mittags sein Fressen erhielt, um am 
anderen Morgen friih vollstandig niichtern zu sein, was auch in be- 
friedigender Weise erzielt wurde. Um die im Interesse gleichmaBiger 
Ergebnisse der Stoffwechselversuche erforderliche Regelmabigkeit des 
Fiitterns nicht zu sehr zu stéren, durften die Respirationsversuche 
nicht zu sehr ausgedehnt werden, aus welchem Grunde einige der Ver- 
suche nicht bis zum volligen Abklingen der Wirkung durchgefiihrt 
werden konnten. Ein friiherer Beginn der Versuche verbot sich durch 
das morgens erfolgende Wechseln der HarngefaBe, Wiegen des Tieres, 
Messen der Temperatur und anderes. 


Tabelle VIII (Versuch 3). 


Hund ,,Mohr‘*, Gewicht 7,7 kg. 
27. Marz 1922. Um 10532’ in 18 Sekunden 6,5 g Alanin in 70 ccm Wasser 





infundiert. 

Ventilation Pro Minute ccm gecal. Steige- 
Nr. Absol. Zeit pro RQ pro rung der 

Minute Lt, CO, O. Minute cal, 9 
iF 9b 55! bis 10 13/ 1,2185 34,240 49,701 0,69 231,86 
2. 10 37. -,, 10 52 1.6157 42,654 59,070. 0,72 277,77 19,8 
3. 1. oe oe Re oe 16882 47,540 59,256 0,80 284,50 22,7 
4. ih ae. Ya oe 1,9674 53,120 63,900 0,82 308,40 33,0 
5. in 40 *,,: 21-38 1,8143 50,982 61,140 0,83 295,82 27,6 
6. a2 kU 5, is oe 2,0920 52,720 | 68,680 0,77 327,22 41,1 
: 3 12 35 ,, 12 45 2,2380 56,390 74,003 0,76 351,67 51,7 
8. 1 45 1 56 2,0422 48,400 65,250 0,74 308,44 33,0 


Versuch 3 (Tabelle VIII). Dieser erste Versuch an Hund ,,Mohr* 
wurde wie die beiden ersten an ,,Lotte‘‘ durchgefiihrt. Da ,,Lotte‘ nach 
der zweiten Infusion das Futter verweigert hatte, erbrach und ziemlich 
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mitgenommen schien, gab ich ,,Mohr‘‘, der auch etwas kleiner als ,,Lotte*‘ 
war, nur 6,5 g Alanin, die ungefahr | g Stickstoff entsprechen und die er 
gut vertrug. Schon 5 Minuten nach der in 18 Sekunden erfolgten Infusion 
begann der erste Versuch, der wie die vorigen beiden bereits die Steigerung 
erkennen lie}, wenn sie auch nicht ganz so betrachtlich war. Es hatte 
auch den Anschein, als ob in diesem Versuch die Oxydation langsamer 
und nicht so stiirmisch verliefe. Der erste Héhepunkt der Oxydation, der 
ebenfalls im vierten Versuch, also ungefaihr zur gleichen Zeit wie in den 
beiden ersten eintrat, zeigte eine Vermehrung der CO,-Ausscheidung um 
21 cem, des O,-Verbrauchs um 14 ccm, des Respirationsquotienten auf 0,82 
und der Kalorienproduktion um 33%. Bemerkenswert ist in diesem Falle 
das Verhalten der CO,-Abgabe wiahrend der Versuchsdauer. Wahrend 
dieselbe im ersten Versuch nach der Infusion mit dem O,-Verbrauch un- 
gefithr parallel ging (der Respirationsquotient halt sich noch in den Grenzen 
der Fettverbrennung), erfolgte in den 8 Minuten bis zum nichsten Versuch 
ein sehr rasches Ansteigen derselben um 5 cem, wihrend der O,-Verbrauch 
in derselben Zeit nur um 0,2 cem stieg; eine starke Erhéhung des Respi- 
rationsquotienten war die Folge. Im nachsten Versuch geht das Steigen 
beider Werte wieder etwas mehr konform, so daf der Respirationsquotient 
nur eine geringe Erhéhung aufwies, die sich sogar in Versuch 5 trotz des 
einsetzenden Abfalls beider Werte weiter fortsetzte. Der héchste Wert 
von 0,83 fand sich namlich in Versuch 5 trotz eines geringen Fallens der 
beiden ihn bestimmenden Faktoren und der Warmeproduktion. In Ver- 
such 6 und 7 erfolgte dann unter erheblich verstarkter Ventilation der 
zweite Anstieg, der in allen Werten iiber die erste Steigerung weit hinaus 
ging, worauf in Versuch 8 das wohl endgiiltige Absinken der Oxydation 
einsetzte. Trotz weiter erhéhter Ventilation entsprach der CO,-Wert des 
letzten Versuchs dem des dritten, wihrend der O,-Verbrauch noch tiber 
diesem blieb. Der langsam und gleichmaBig zuriickgehende Respirations- 
quotient zeigte aber die Riickkehr zum Niichternwert, die ich leider aus 
aéuBeren Griinden nicht weiter verfolgen konnte. 


Die an anderer Stelle zu besprechende Wirkung der intravenésen 
Alaningaben auf den Stoffwechsel bewogen mich, einen- Versuch an- 
zustellen, in dem ich das Alanin in derselben Dosis per os gab. Dieser 
Versuch, der im iibrigen in derselben Weise wie die friiheren angestellt 
wurde, ist in Tabelle IX wiedergegeben. 

Tabelle IX (Versuch 4). 


Hund ,,Mohr, Gewicht 7,58 kg. 
11. April 1922. Um 10530’ 6,5 g Alanin per os mit der Schlundsonde ein- 





gegeben. 

Ventilation Pro Minute cc.n gecal. Steige- 
Nr. Absol. Zeit _ pro RQ pro rung der 

Minute Lt. CO, Oz Minute cal. % 
k: 9b 30’ bis 9553’ 11,0620 = 30,691 44,572 0,69 207,93 
2. 10 35 ,, 10 55 1,2449 | 36,102 52,372 0,69 244,32 17,5 
3. 11 05 ,, 11 23 1,3554 40,526 54,474 0,74 257,51 23,8 
4. 11 30 ,, ll 46 1,4845 39,392 52,744 0,76 250,64 20,5 
5. 12 05 ,, 12 20 1,6410 43,322 54,399 0,80 261,18 25,6 
6. DO eg ik ee 1,1521 31,681 45,575 0,70 213,18 2,5} 
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Versuch 4 (Tabelle LX). Auch in diesem Versuch konnte 5 Minuten 
nach der Eingabe des Alanins der erste Versuch begonnen werden. Der 
Verlauf des Versuchs zeigt das gleiche Bild wie Versuch 3, nur sind hier 
die Ausschlige nicht so groB und der Ablauf ist ein rascherer. Im ersten 
Versuch nach der Eingabe setzte die Erhéhung ein, die diesmal bei der 
CO,-Abgabe und dem O,-Verbrauch so gleichmaBig verlief, da der Respi- 
rationsquotient nicht bertthrt wurde. Erst im dritten Versuch, 35 bis 
53 Minuten nach der Eingabe, begann die CO,-Abgahbe starker zu steigen 
als die O,-Aufnahme und somit eine Erhéhung des Respirationsquotienten 
einzutreten, die sich bis zum Versuch 5, | Stunde 25 Minuten nach der 
Eingabe, fortsetzte. Die doppelte Erhéhung des O,-Verbrauchs war auch 
in diesem Versuch deutlich, doch folgten sich die beiden Erhéhungen 
zeitlich viel schneller. Ebenso wie in Versuch 3 war die zweite Erhéhung, 
was die Kalorienproduktion anbelangt, héher als die erste, wenn auch 
nur in sebr geringem Mae. Wie schon erwihnt, war der Ablauf der Oxy- 
dation in diesem Versuch ein sehr rascher: schon 2 Stunden 35 Minuten 
nach der Eingabe waren sowohl CO,-Abgabe als auch O,-Verbrauch und 
Respirationsquotient auf den Ursprungswert abgesunken. 

Den zweiten Versuch, bei dem ich Alanin intravenés verwandte, 
fiihrte ich im Anschlu8 an die Glykokollversuche aus, will ihn aber jetzt 
im Zusammenhang mit den Alaninversuchen abhandeln. 


Tabelle X (Versuch 5). 
Hund ,,Mohr**, Gewicht 7,2 kg. 
19. Mai 1922. Um 11"9 in 31 Sekunden 6,5 g Alanin in 70 com Wasser 


— 





infundiert. 
Ventilation Pro Minute ccm g-cal. Steige- 
Nr. Absol. Zeit pro RQ pro rung der 
Minute Lt. CO, O» Minute cal, %, 


105 30’ bis 10652’ —s-11,1086 = 33,148 46,795 0,71 219,46 - 

11 20 ,, 11 36 1,7403 50,120 67,157 9,75 318,39 45,0 
11 40 ,, 11 50 2,6440 82,186 88,034 0,94 437,81 99,5 
11 54 ,, 12 07 2,0653 60,200 72,305 0,83 349,83 59,4 
12 10 ,, 12 26 1,9589 | 52,369 63,370 0,83 306,60 39,7 
12 40 ,, 12 53 2,1776 56,837 71,80 90,79 343,83 56,7 
130 , 1 42 2,2040 | 60,300 76,570 0,79 366,70 67,1 
233 ,, 2 48 1.7210 44,577 59,206 0,75 280,61 27,9 
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Versuch 5 (Tabelle X). Dieser Versuch, der tiber einen Monat spater 
ausgefiihrt wurde, zeigte einen viel stiirmischeren Verlauf als die vorigen. 
Infolge der groBen Steigerung des Minutenvolumens begann ich erst 
11 Minuten nach der Infusion den ersten Versuch. Schon in diesem setzte 
eine rapide Steigerung des Gaswechsels ein. Die CO,-Abgabe war um 
17 cem, der O,-Verbrauch um 21 cem erhéht, die Kalorienproduktion wm 
99 Kalorien, also 45%. In dem nach weiteren 5 Minuten folgenden zweiten 
Versuch hatte sich das Minutenvolumen mehr als verdoppelt, ebenso die 
CO,-Abgabe, wahrend der O,-Verbrauch demgegeniiber etwas zurtick- 
geblieben war. Neben einer Steigerung der Warmeproduktion um 99,5 % 
resultierte eine Erhéhung des Respirationsquotienten auf 0,94; dieser 
naherte sich also betrichtlich der Einheit, dem theoretisechen Wert fiir die 
Verbrennung des Alanins. Nach dieser plétzlichen Steigerung, die an die 
Verbrennung parenteral einverleibten Zuckers erinnert, erfolgte ein ebenso 
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plotzlicher Abfall bis zum fiinften Versuch, ungefiihr 1 Stunde nach der 
Infusion. Dieser Abfall failt zeitlich mit dem der ersten beiden Versuche 
annihernd zusammen. Im sechsten Versuch, ungefaihr 144 Stunden nach 
der Infusion, setzte die in allen Versuchen beobachtete zweite Steigerung 
ein, die sich im niichsten Versuch weiter fortsetzte, ohne jedoch die erste 
Hohe zu erreichen. Der zweite Abfall, der in dem letzten 1 Stunde spiiter 
erfolgten Versuch sich bemerkbar machte, war ebenfalls bedeutend, die 
Werte lagen erheblich unter denen des zweiten Versuchs, wenn sie auch 
die Ruhewerte nicht erreichten. Wegen der fortgeschrittenen Zeit muBte 
aus den oben angegebenen Griinden der Versuch hier abgebrochen werden. 
Der Respirationsquotient sank nach dem steilen Anstieg im Versuch 3 
langsam, unberiihrt von der zweiten Oxydationssteigerung, ahnlich den 
vorigen Versuchen, weiter ab. 


Tabelle XI (Versuch’ 6). 
Hund ,,Mohr‘‘, Gewicht 7,27 kg. 
29. April 1922. Um 11 8 in 23 Sekunden 5,4 g Glykokoll in 70 eem Wasser 





infundiert. 

Ventilation Pro Minute ccm gecal., Steige: 
Nr. Absol. Zeit POM ani RQ pro ~~ der 

Minute Lt. CO, On Minute cal. Ip 
iL 10h 25! bis 10b 46’ 1,1180 35,105 | 48,163 0,73 227,08 
2. Bl 2s iy Oe 1.6640 46,257 57,906 0,80 278,03 22,4 
3. eo 29 Oe 2.1367 68,106 79.570 0,86 387,55 70,7 
4. 12 00 ,, 12 15 1.7713 53,316 | 63,236 0,84 306,7: 35,1 
5. 13-265,” 12°98 1.8007 51,859 | 57,621 0,90 283,75 24,9 
6. $86: 5; 1 37 1,808] 47,734 55,998 0,85 272,31 19,9 
rs 2.26. .5 3 38 1,7887 43,109 56,078 0,77 267,11 17,6 
8. 2 hee 2 1,9408 35,128 47,219 0,74 223,22 


Versuch 6 (Tabelle XI), der zeitlich ebenso wie der nachste Versuch 7 
vor Versuch 5 liegt, zeigt die Wirkung der intravenédsen Gabe von 5,4 g 
Glykokoll auf den respiratorischen Gaswechsel. Beide Versuche wurden 
analog den Alaninversuchen durchgefiihrt, so da auf einen Niichtern- 
versuch die Infusion vorgenommen wurde und dann in Reihenversuchen 
der Umsatz bestimmt wurde. Versuch 6 zeigt das typische Bild einer 
plotzlich einsetzenden Oxydationssteigerung mit langsamem Abklingen 
derselben. 4 Minuten nach der Infusion konnte der erste Versuch beginnen, 
der neben einer Steigerung des Minutenvolumens um 0,5 Liter, der CO,- 
Produktion um 11 cem und des O,-Verbrauchs um 10 cem eine Erhéhung 
des Respirationsquotienten auf 0,80 und der Warmeproduktion um 22,4 % 
brachte. Diese Steigerung setzte sich im nachsten Versuch, 32 bis 45 Minuten 
nach der Infusion, weiter fort, um hier ihren Héhepunkt zu erreichen. 
Kine Steigerung von 70% der Warmeproduktion ist nur in dem letzten 
Alaninversuch (Nr. 5) zu verzeichnen gewesen. Schon in dem 17 Minuten 
spater begonnenen vierten Versuch setzte ein kraftiger Abfall aller Gas- 
wechselwerte und der Kalorienproduktion ein, der sich in den niachsten 
Versuchen langsam fortsetzte, so daB im letzten Versuch, etwa 44% Stunden 
nach der Infusion, die Niichternwerte durchweg wieder erreicht wurden. 
In Versuch 5 blieb die CO,-Produktion im Verhaltnis héher als der O,- 
Verbrauch, so da ein erneutes Ansteigen des Respirationsquotienten bis 
auf 0,90, den erreichten Héchstwert, die Folge war. 
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Beachtenswert ist die in diesem Versuch besonders deutlich zutage 
tretende Wirkung der Infusion auf das Atemzentrum. Schon in den 
friiheren Versuchen fiel mir auf, dafs trotz Absinken der Gaswechsel- 
werte gegen Ende der Versuchsreihe die Ventilation den niedrigen 
Ausgangswert nicht erreichte. So lag in Versuch 2 (Tabelle VII) CO,- 
Produktion und O,-Verbrauch in Periode 8 unter den entsprechenden 
Anfangswerten, wihrend das Atemvolumen um 0,2 Liter héher lag. 
In Versuch 3 und 4 (Tabelle VIII und LX) war das Endminutenvolumen 
im Verhaltnis zur Produktion ebenfalls, wenn auch weniger, erhdht. 
Die Folge hiervon ist natiirlich ein Absinken des Prozentgehaltes der 
Kohlensiure in der Exspirationsluft; ihr Anteil betrug in Versuch 2 
(Tabelle VII) im Vorversuch 2,82°,,, im letzten Versuch nur 2,42°%,, 
in Versuch 3 (Tabelle VIIT) zu Anfang 2.84 und zum Schluf8 2,40°; 
und in Versuch 4 (Tabelle [X) anfangs 2,92, am Ende 2,78°. In viel 
groBerem Make aber war dies in dem letzten Versuche der Fall. Wahrend 
bei einer Anfangsventilationsgr6Be von 1,1180 Liter der Prozentgehalt 
der Kohlensiure 3,17 betrug, so war derselbe in der letzten Periode 
bei einer Ventilation von 1,9408 Litern bis auf 1,84°% abgesunken. 
In dem zweiten Glykokollversuch stellte sich das Verhiltnis von Anfangs- 
und Endprozentgehalt bei einer um 0.4 Liter vermehrten Ventilation 
auf 2,74 und 2,36 °,. 


Tabelle XII (Versuch 7). 
Hund ,,Mohr, Gewicht 7,17 kg. 
9. Mai 1922. Um 11°43’ in 17 Sekunden 5,4 g Glykokoll in 70 ecem Wasser 





infundiert. 

Ventilation Pr» Minute ccm gecal. Steige- 
Nr. Absol. Zeit pro RQ pro rung der 

Minute Lt. CO. O» Minute cal, °| 
2. 11510’ bis 11529’ 1.3178 35,713 51,605 0,69 240,74 
2. 11 66 ,, 12 07 2,2575 50,342 58,424 0,86 284,83 18,3 
3. 1S BS:»3¢ 32-2 2.9752 86,578 102,50 0,85 498,43 107,0 

) 


2 51 2,5085 70,992 85,365 0,83 413,02 71,6 
108"; 19 2,2941 55,286 68,430 0,81 329,40 36,8 
_ ae 16 2,2087 55,143 68,049 0,76 323,37 34,3 
o.08.... ‘3: 4a 1,7323 42,788 56,854 0,75 269,46 11,9 
3 50 ,, 4 05 1,7459 40,679 56,863 0,72 266,77 10,8 
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Versuch 7 (Tabelle XII) lieferte ein dem vorigen sehr ahnliches Bild. 
Der 12 Minuten nach der Infusion beginnende Versuch zeigte ein besonders 
starkes Steigen der CO,-Abgabe und damit eine Erhéhung des Respirations- 
quotienten von 0,69 bis auf 0,86, der in dieser Versuchsreihe damit seinen 
héchsten Stand erreicht hatte. Dagegen zeigte Versuch 3, der 19 Minuten 
nach der Infusion begann, ein Steigen der Oxydation, wie es in den bis- 
herigen Versuchen noch nicht beobachtet worden war. Neben einer Stei- 
gerung des Minutenvolumens um 1,66 Liter, der CO,-Produktion um 51 ccm, 
also um 142%, einer Verdoppelung des O,-Verbrauchs fand sich eine 
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Steigerung der Wirmeabgabe um 107%. Der Riickgang, der im nachsten 
Versuch einsetzte, war der GréBe der Steigerung entsprechend nicht un- 
erheblich, blieb aber gegeniiber Versuch 6 (Tabelle XI) betrachtlich zuriick. 
Er setzte sich dann in den niachsten Perioden weiter fort, um mit dem 
vorletzten Versuch sowohl der Zeit als auch der Werte nach den Stand des 
vorigen Versuchs zu erreicben. Der nachste, 45 Minuten spater  vor- 
genommene letzte Versuch zeigte auBer einem weiteren Absinken der C O,- 
Abgabe und damit des Respirationsquotienten eine leichte Steigerung der 
Ventilation und Gleichbleiben des O,-Verbrauchs und der Kalorienproduk- 
tion. Leider konnte aus den schon oben zitierten Griinden der Versuch 
nicht weiter fortgesetzt werden. Der prozentuale Anteil der CO,-Aus- 
scheidung war auch in diesem Versuch, wie schon erwihnt, gegeniiber dem 
Anfangswert abgesunken, wenn auch nicht in demselben Mabe wie in 
Versuch 6 (Tabelle XI). 
Stoffwechselversuche. 

Wie schon eingangs erwahnt, untersuchte ich neben der Wirkung 
der Aminosiuren auf den Gaswechsel auch ihren Einflu8 auf den Stoff- 
wechsel. Solche Untersuchungen sind sowohl nach oraler wie auch 
parenteraler Eingabe verschiedener Aminosiuren zur Klarung ver- 
schiedener Fragestellungen an einzelnen Tierarten ausgefiihrt worden. 
So fand Stolte'), daB beim Kaninchen injiziertes Alanin eine Zunahme 
des Harnstoffs im Harn veranlaBt, da es aber auch zum Teil unver- 
andert ausgeschieden wird, wihrend Glykokoll vollstandig in Harnstoff 
umgewandelt wird. Das Schicksal des parenteral einverleibten Glyko- 
kolls im Organismus des Hundes haben Salaskin und Kowalewski*) 
studiert; sie fanden eine Zunahme des Ammoniaks im Blute und nur 
einen kleinen Teil des Glykokolls im Harn wieder. Das Verhalten 
intravenés gegebenen Alanins im Hundekérper haben Abderhalden, 
Gigon und London*) beim normalen und mit einer Eckschen Fistel 
versehenen Hunde untersucht. Entgegen ihrer Annahme sahen sie 
im Blute des normalen Tieres nach der Infusion gréBere Mengen von 
Alanin enthalten wie in dem Blute der Fisteltiere, wahrend das Ver- 
haltnis des im Harn ausgeschiedenen Alanins bei den beiden Tieren 
umgekehrt war. Vogel als Versuchstiere benutzten Szalagyi und 
Kriwuscha*), die an Hiihnern und Enten die Frage untersuchten, ob 
und in welcher Menge bei gewohnlicher Fiitterung Fazes und Harn 
dieser Tiere Aminosiuren enthielten und wie sich einige zugefiihrte 
Aminosiéuren im Stoffwechsel dieser Tiere verhielten bzw. in welchem 
Verhaltnis sie im Kot und Harn ausgeschieden wirden. In einer 
gréBeren, sorgfaltig durchgefiihrten Versuchsreihe hat Buglia (I. c.) 
an Hunden die Wirkung von intravenésen Gaben tief abgebauten 


1) Beitr. Chem. Physiol. u. Pathol. 5, 15, 1904. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 410, 1904. 

3) Ebendaselbst 58, 113, 1907. 

4) Diese Zeitschr. 66, 139, 1914. 
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Fleisches auf den Eiweibstoffwechsel untersucht, von der Fragestellung 
ausgehend, ob es méglich sei, durch eine intravenése Gabe von Amino- 
siuren den Stickstoffbedarf des Tieres zu decken, nachdem vorher 
Léwi!) und Ahbderhalden und Rona?) diese Frage fiir die orale Ver- 
abreichung glaubten bejahen zu kénnen. Buglia benutzte, den Er- 
gebnissen Wohlgemuths*) folgend, der auf synthetischem Wege er- 
haltenen Aminosiuren diese Fahigkeiten abspricht, ein Aminosiuren- 
gemisch, das er durch kiinstliche Verdauung von Fleisch erhielt. Da 
ich auf die Respirationsversuche gréferen Wert legte als auf die Stoff- 
wechselversuche — letztere waren nur als eine Art Kontrolle gedacht — 
und mir reine Aminosiuren zu den Versuchen zur Verfiigung standen, 
arbeitete ich mit den letzteren. Ich bin mir auch bewuBt, daB Versuche 
in der Art, wie ich sie anstellte, wohl einen Uberblick dariiber geben, 
wie sich der Kérper derartigen Eingriffen gegeniiber verhiilt, fiir tief- 
gehende Forschungen aber ungeeignet sind. Die weitgehenden Ver- 
mehrungen und Verbesserungen, die die physiologischen Arbeits- 
methoden gerade in neuester Zeit erfahren haben, erméglichen ohne 
wesentliche Schwierigkeiten manche Bestimmungen, die fiir die Lésung 
dieser Frage von gréBerer Bedeutung sein wiirden. Ich denke dabei 
neben der Bestimmung von Gesamtstickstoff und Ammoniak an die 
des Aminostickstoffs im 24-Stunden-Harn oder in kiirzeren Zeit- 
intervallen, die Bestimmung derselben Werte im Blute: dazu kimen 
in letzterem Reststickstoff, Harnstoff, Kreatin, Kreatinin und Zucker; 
auf die Bestimmung des Kohlensiurebindungsvermégens des Blutes 
wiire gerade in Hinsicht auf die gefundenen respiratorischen Anderungen 
Bedacht zu nehmen. Aus iuBeren Griinden mubten aber seinerzeit 
diese Untersuchungen unterbleiben und ich begniigte mich mit der 
Bestimmung des Stickstoffs und Ammoniaks im Kot und Harn. 
Nach einer Vorfiitterung von mehreren Tagen, an denen der Harn 
und Kot nicht aufgefangen wurde, begann ich am 23. Januar mit 
dem Stoffwechselversuch. Der Hund erhielt pro Tag 150g Fleisch, 
100 g Reis und 10g Fett, eine Nahrung, die etwa 650 Kalorien enthielt 
und bei der ruhigen Haltung im Kafig fiir den Energiebedarf des Tieres 
ausreichen muBbte. Da der Hund wahrend der ersten und zweiten Periode, 
also in einem Zeitraum von 24 Tagen, sein Anfangsgewicht konstant 
erhielt, ist dies auch tatsiichlich der Fall gewesen. Wie schon erwihnt, 
erhielt der Hund die Nahrung immer mittags, an den Tagen, an denen 
ich die Respirationsversuche vornahm, sofort nach Beendigung der- 
selben. Der Harn wurde um 9 Uhr morgens aus dem Harngefab ent- 
nommen und der Hund wihrend der Zeit, in der der Kafig ausgespiilt 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 507, 1907. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 38, 2064, 1905. 
3) Arch. f. Pathol. u. Pharm. 48, 303, 1902. 
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wurde, natiirlich unter den nétigen Kautelen, herumgefiihrt. Er war 
so dressiert, dai er bei diesem tiiglichen Spaziergang den Kot in eine 
untergehaltene Porzellanschale absetzte, wodurch eine quantitative 
Gewinnung desselben gewihrleistet wurde. Der Kot wurde dann feucht 
gewogen, getrocknet und am SchluB einer Periode unter vermindertem 
Druck mit vorgelegter Siure gemeinsam analysiert. Die Abgrenzung 
der einzelnen Perioden geschah durch Carmin, von dem der Hund 
¥,g in einer Gelatinekapsel erhielt. Die so erzielte Abgrenzung war 
in den meisten Fallen eine sehr gute, so daB die Trennung in die ein- 
zelnen Perioden keine Schwierigkeiten machte. Der im Laufe des 
Tages gelassene Harn wurde am Morgen gemessen, auf 1000 bzw. mehr 
oder weniger aufgefiillt und sofort verarbeitet. Die Stickstoffbestimmung 
wurde nach der Kyeldahlmethode vorgenommen, die des Ammoniaks 
nach Kriiger-Reich-Schittenhelm'). 

Das frisch vom Schlachthof geholte Rindfleisch wurde in der fir 
die voraussichtliche Zeit bendtigten Menge zerkleinert, in einzelnen 
Portionen abgewogen und in Weckgliisern im Autoklaven sterilisiert, 
nachdem eine Mittelprobe zur Analyse entnommen worden war. Der 
Reis, welcher ebenfalls analysiert wurde, war in ausreichender Menge 
vorhanden und wurde taghch abgewogen. Fleisch, Reis und Fett 
; wurden jeden Vormittag mit derselben Menge Wasser gekocht und 
a nach dem Erkalter verfiittert. 

Die Analyse des Futters ergab: 
a 150g Fleisch. . . . . . 4,7601g N 
BOO © FROME. oe of 0yi8 «) « (0488-2 N 
ee Oe is ee 
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Gesamtstickstoff. . . . . 5,198lg 
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| Tabelle XIII. Ubersicht iiber den EiweiBumsatz bei Hund ,,Mohr™. 
| Erste Vorperiode. 

i 
i 





ent 7 Harn: Im Harn g - 
Tag ‘wecraaes Tems menge Im Kot g 


Datum r" 
kg | peratur 


ccm NH; | Ne Nz 


22. III. 
23. IIT. 
24. ILI. 
25. IIT. 
26. ITT. || 5. 


38,4 740 0,2584 4,800, 
38,5 650 0,2720 4,848 | 
38,8 640 0,2788 4,944 | 
38,8 750 90,3060 4,992) 
38,9 700 0,2924| 4,080 


23,664: 5 = 4,733 
+. 0,365 


Ausgabe . 5,098 gN, pro Tag 
Einnahme. 5,198 


‘ Bilanz . + 0,100gN, pro Tag 
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1) Bei der Bestimmung des Stickstoffs und Ammoniaks wurde ich in 
dankenswerter Weise von Frau Helene Poschmann unterstiitzt. 
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Die 5 ‘tage umfassende Vorperiode ergab eine N-Retention von 0,1 g 
pro Tag. Am letzten Tage war die N-Ausscheidung im Harn auffallend 
niedrig trotz normaler Harnmenge. Diese Zuruckhaltung wurde auch am 
nichsten Tage, an dem allerdings die erste Infusion stattfand, nicht aus- 
geglichen. Die N-Ausscheidung im Kot mit 0,365 g pro Tag ist der Grobe 
des Tieres entsprechend. 


Tabeile XIV. 


Erste Periode. 








Am 27. Marz 6,5g Alanin = 1,023 g N, mtravends erhalten. 
ee om Harn: Im Harn g , ] 
aa Tag Gewicht Bad menge Im Sg g 
kg ecm NH, No ie 
27. LIT. 6. | 7,70 | 38,9 340 10,1632) 3,717 7.07] 
28.11. 7.) 7,80 | 38,8 950 |0,3400! 7,080 ein 
29.111. 8. 7,62 38,5 800 0,4080 4,704. 1,275 
30.111. 9. 7,73 38,3 | 900 10,2992 7,302! aes ‘ 
31.111. 10. 7,50 38,4 700 0,3604 5,016 10. IV 
1. IV. 11. | 7,55 | 38,2 790 '0,3876, 6,360 ; ‘ 
34,197 
1,023 
33,174: 6 = 5,529 
0,471 
Ausgabe . 6,000gN, pro Tag 
Einnahme. 5,198 
Bilanz . 0,802 g N, pro Tag 
Am 27. Marz wurde die erste Infusion von 6,5 g Alanin = 1,023 g N 


vorgenommen. Da der Hund in der Zeit zwischen dem fiinften und sechsten 
Respirationsversuch Harndrang zeigte, wurde er in den Kifig gesetzt, 
in welchem er um 12" 50! 190 cem Harn absetzte. Dieser Harn, der keinerlei 
abnormes Aussehen zeigte, wurde sofort analysiert. Er enthielt 1,725 g N 
und 0,0952 g NH,. Die bis zum anderen Morgen abgesetzte Harnmenge 
von 150 cem enthielt 1,992 g N und 0,068 g NH,. Es ergab sich also, da8B 
der erste nach der Infusion gelassene Harn eine geringere Menge N, wohl 
aber eine gréBere Menge NH, enthielt, wahrend umgekehrt der tibrige 
Tagesharn stickstoffreicher und ammoniakiirmer war. Im iibrigen war 
statt der erwarteten Diurese in diesem Falle eine Harnverhaltung einge- 
treten und damit eine N-Retention im Koérper, die erst in der Folgezeit 
korrigiert wurde. Es betrug nimlich in den folgenden 3 Tagen die Harn- 
menge etwa 200 cem mehr wie im Durchschnitt der Vorperiode. Vergleicht 
man die durchschnittliche Harnmenge der Vorperiode von 696 cem mit 
der der ersten Periode von 747 cem, so ist eine Vermehrung der Harn- 
ausscheidung durch die Infusion deutlich wahrnehmbar. Die N-Aus- 
scheidung, die einen sehr wechselnden Verlauf zeigte, indem Retentionen 
mit stark negativen Bilanzen abwechselten, zeigte im Durchschnitt eine 
negative Bilanz von 0,802g N pro Tag. Die Ammoniakausscheidung 
zeigte ein allmahliches Héherwerden der Werte der Vorperiode in den 
3 Tagen der Infusion, hielt sich aber auch in den folgenden Tagen noch 
iiber dem Durchschnitt der ersteren. 
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Die Abgrenzung einer Zwischenperiode mit dem 2. April ist eine will- 
kirliche. Es zeigte sich am Ende des Versuchs, da von diesem Tage an 
die N-Ausscheidung konstanter wurde, weshalb ich die Trennung vornahm, 
da ich der Meinung war, daf die Wirkung der Infusion abgeklungen sei 
und ich die weiteren Tage als Vorperiode fiir die nachste Infusion benutzen 
wollte. Aus diesem Grunde ist auch am 1. April eine Abgrenzung des 
Kotes leider unterblieben, weshalb in dem Stab der Kot-N fiir die erste 
Periode und erste Zwischenperiode nicht getrennt angegeben ist. Auch 
der Kot-N zeigte sich in dieser Periode erhéht wie der Harn-N und zeigte 
mit 0,471 g pro Tag einen ziemlich hohen Wert. 


Tabelle XV. 


Erste Zwischenperiode. 





Oe = Harns Im Harn g , 

ia Gewicht Tem: menge Im Kot g 
Datum Tag ke peratur oat NH, N, No 
2. IV. 12. || 7,50 | 38,5 690 0,3604 4,800 
3. IV. 13. || 7,45 | 38,7 650 0,2924 5,160 
4.1IV. | 14. || 7,61 | 38,7 920 0,2956 5,040] 7,071 
6. IV. 15. || 7,55 | 38,4 680 0,2276 4,464] vom 
6. IV. || 16. || 7,60 | 38,5 780 0,2584 5,616 /27. IIT. 
7. 1V. || 17. || 7,60 | 38,7 820 0,2380 5,040 bis 
8. IV. || 18. || 7,45 | 38,5 750 0,2752) 5,016] 10. 1V. 
9. IV. | 19. | 7,55 | 38,6 710 0.3060 4,440 
10. 1V. | 20.) 7,58 | 38,5 920 0,2856 5,424 





45,000: 9 = 5,000 

+ 0,471 
Ausgabe . 5,471 gN, pro Tag 
“innahme. 5,198 


Bilanz . — 0,273 g¢N, pro Tag 


Die nun einsetzende Zwischenperiode umfaBte die Zeit vom 2. bis 
10. April, also 9 Tage. Auch in dieser Zeit konnte der Hund sein Gewicht 
konstant erhalten. Die geringen Schwankungen der Morgentemperatur 
und sein ungeminderter Appetit zeigten, da®B die Infusion keinen nach- 
teiligen EinfluB ausgeiibt hatte. Die durchschnittliche Tagesharnmenge 
von 767 cem erwies sich um 20 ccm gegen die erste Periode erhéht. Die 
N H,-Ausscheidung zeigte noch am ersten Tage den héheren Wert der 
ersten Periode, sank aber dann auf die Hohe der Werte in der ersten Vor- 
periode ab. Die N-Ausscheidung, die wieder konstanter wurde — die 
48stiindige Ausscheidung war sehr konstant —, ging im Durchschnitt 
zuriick, so da8 die Bilanz nur noch — 0,273 g N pro Tag betrug. Hitte 
eine Abgrenzung des Kotes vorgenommen werden kénnen, ware sie wahr- 
scheinlich noch giinstiger ausgefallen, da anzunehmen ist, daB die N-Aus- 
scheidung im Kot analog der im Harn in der Zwischenperiode ebenfalls 
abgesunken war. 

Die starken Schwankungen der Stickstoffausscheidung nach der intra- 
venosen Alaningabe am 27. Mirz bewogen mich, zur Kontrolle einen Ver- 
such anzustellen, bei dem dieselbe Menge Alanin mit: der Schlundsonde 
per os eingegeben wurde. Die Bilanz dieses Versuchs ist in der Tabelle XVI 
wiedergegeben. Die N-Ausscheidung am Tage der Eingabe war stark 














is 
ht 


ur 
h- 
ze 
ie 


Is 





KinfluB der parenteralen Zufuhr einiger Aminoséiuren usw. 517 


Tabelle XVI. 
Zweite Periode. 


Am 11. April 6,5 g Alanin = 1,023 g N, per os erhalten. 








a n Harn: Im Harn g ‘ 
aati Tag Gewicht sees menge , Im ag g 
kg ccm NH; No “- 
11. IV. | 21. || 7,58 | 38,6 | 930 |0,3704) 7,032 
12. IV. || 22. || 7,50 | 38,4 | 640 0,3264 4,488 | 0.716 
13. IV. || 23. || 7,61 | 38,4 | 840 /0,3060) 5,520 { ‘7° 
14. IV. || 24. || 7,60 | 38,7 | 1260 |0,3048) 5,016 
22,055 
- 1,023 
21,032: 4 = 5,258 
+ 0,184 


Ausgabe . 5,442g N, pro Tag 

Einnahme. 5,198 

Bilanz . — 0,244gN, pro Tag 
vermehrt, die Bilanz nach Abzug der mit dem Alanin gegebenen 1,023 g N 
= — 0,935 g. Diese negative Bilanz wurde aber durch eine am niichsten 
Tage sich bemerkbar machende Retention wieder aufgehoben, so da®8 aus 
der 4 Tage dauernden zweiten Periode sich eine Durchschnittsbilanz von 
— 0,244 g N ergab, diese also noch um 0,029 g giinstiger Jag wie in der 
Zwischenperiode. Die durchschnittliche Harnmenge von 902 ccm lag 
durch eine am letzten Tage aufgetretene starke Diurese erheblich iiber 
dem bisherigen Durchschnitt. Eine Erklairung fiir letztere lieB sich nicht 
finden, das Tier hatte nicht mehr Fliissigkeit erhalten als an den anderen 
Tagen. Die NH,-Ausscheidung war nur am ersten Tage nach der Eingabe 
erhéht, um dann wieder die normalen Werte zu zeigen. Im Verhiiltnis 
sehr niedrig war die N-Ausscheidung im Kot. 

Da der zubereitete Fleischvorrat nahezu erschépft war und da 
dem Tiere nach der Anstrengung eines 24tigigen Aufenthalts im Stoff- 
wechselkifig eine Erhohlung zu génnen war, wurde der Versuch mit 
dem 14. April abgebrochen. In der Zwischenzeit wurde frisches Fleisch 
besorgt, das in derselben Weise, wie oben beschrieben, zubereitet wurde. 
Die Zusammensetzung desselben war eine andere, so daBh der Hund 
von nun ab erhielt: 

150g Fleisch. .... . 4,707g¢g N 
00 @ dee. S.C Oars N 
i eee ~ 


Insgesamt ....... 5,145¢g N 
Nach einer Pause von 10 Tagen wurde nach einer einige Tage 
dauernden Vorfiitterung der Versuch mit einer 4 Tage dauernden 


zweiten Vorperiode wieder aufgenommen. 


Das Gewicht des Tieres war in der Zwischenzeit etwas gesunken, 
so da es mit einem Anfangsgewicht von 7,23 kg in die Periode ging, dem 


Biochemische Zeitschrift Band 134. 34 
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Tabelle XVII. 
Zweite Vorperiode. 
ete ~. Harn- Im Harn g , 
Datum ~~ Tag orn hal — ome c Im nee 8 
3 INQ 
25. IV. 1. | 7,23 38,5 840 |0,3060 5,040 
26.1V. | 2. | 7,25 38,6 | 920 |0,2176 4,968! , .., 
27.1V. | 3. || 7,24 38,5 | 800 10,3196) 5,132 / “°° 
28.1V. | 4. || 7,21 38,4 | 560 |}0,2448, 4,848 


19,988: 4 = 4,997 
+ 0,643 


Ausgabe . 5,640 g¢N, pro Tag 
Einnahme. 5,145 


Bilanz . — 0,495 g N, pro Tag 


ein Endgewicht von 7,10 kg nach 30 Tagen gegeniiberstand. Dieser Ge- 
wichtsverlust, der in den letzten Tagen sehr konstant auftrat, ist jedenfalls 
in Anbetracht der Linge des Versuchs sehr minimal zu nennen. Die durch- 
schnittliche Harnmenge der zweiten Vorperiode betrug 780 ecm, war also 
gegentiber der ersten Vorperiode nicht unwesentlich erhdht. Die NH,-Aus- 
scheidung hielt sich in den Grenzen der ersten Vorperiode, waihrend die 
N-Ausscheidung, besonders die im Kot, betrachtlich tiber der ersteren lag, 
so daB die tagliche Mehrausscheidung von N 0,495 g betrug; der Hund 
war also nicht im Gleichgewicht, sondern hatte eine negative N-Bilanz. 


Tabelle XVIII. 


Dritte Perio 


de. 


Am 29. April 5,4 g Glykokoll = 1,018 g N, intravendés erhalten. 





Datum 


29. IV. 
30. IV. 
iV. 
2. V. 
3. V. 
4. V. 
&.:¥.. 
6. V. 
aS 
8. V. 


Tag 


13. | 


Gewicht, Tem: 


kg 


38,7 | 
| 38,6 
38,7 | 


38,6 
38,7 
38,6 
38,7 

| 38,8 
38,6 
38,9 


| peratur 


| 


Harn Im Harn g 


menge | 
ccm NH, 


710 0,2499 


780 0,5440 
980 |0,4284 
740 0,5100 
890 |0,4216 
890 0,5168 
870 |0,4148 
820 0,4080 


750 0,5304 


| Im Kot g 
it 


5,735 
5,280 
4,992 
4,920 
4,848 
5,352 
5,784 
4,128 
4,680 


5,186 





880 0,4216 4,728 


— 1,018 


50,447 





49,429: 10 = 4,943 
+ 0,519 


. 5,462 ¢ N, pro Tag 





Ausgabe . 


Einnahme . 5, 145 


— 0,317 g N, pro Tag 


Bilanz. 
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Am 29. April wurden dem Tiere 5,4g Glykokoll = 1,018g N intravenés 
verabreicht. Infolge der Infusion trat am zweiten Tage eine betriachtliche 
Erhohung der NH,-Ausscheidung ein, die bis zur nichsten Infusion auf 
dieser Hohe blieb. Ebenso war der EinfluB auf die Harnmenge deutlich: 
diese stieg von 780 ccm der Vorperiode auf durchschnittlich 831 ccm, 
also um 50 cem. Die N-Ausscheidung zeigte ein ahnliches Bild wie nach 
der Alaningabe per os: In den beiden ersten Tagen trat eine Mehrausfuhr 
von N ein, worauf vom dritten Tage ab das Gleichgewicht, abgesehen von 
Schwankungen am 10. und 11. Tage, die aber wieder ausgeglichen wurden, 
wieder annihernd bewahrt blieb. Die N-Ausscheidung mit dem Kot war 
gegeniiber der Vorperiode etwas zuriickgegangen, so dai sich nach Abzug 
des mit dem Glykokoll zugefiihrten Stickstoffs eine negative Bilanz von 
0,317 ergab. Dieselbe war also giinstiger als in der Vorperiode. 


Tabelle X1X. 
Vierte Periode. 
Am 9. Mai 5,4 g Glykokoll = 1,018 g N, intravenés erhalten. 








oe Harn Im Harn g , 
: Gewicht Tem- menge Im Kot g 
Datum Tag kg peratur pie Nik N, No 
9.V. 15.) 7,17 38,9 750 0,5440) 5,856 
10. V. 16. | 7,385 38,4 1160 0,4420) 5,928 
b.. ¥: 17. || 7,15 38,6 | 1120 0,4420' 5,328 
12. V. 18. || 7,12 | 38,5 470 0,4080 4,608 
43. Y. 19. || 7,10 | 38,5 640 0,3876 4,104 4.884 
14. V. 20. || 7,05 | 38,5 940 0,3944 4,680 = 
15. V. 21. || 7,08 | 38,3 840 0,4148 5,112 
16. V. 22. || 7,10 | 38,5 930 0,4080 5,064 
17. V. 23. | 7,10 | 38,4 880 0,3876 5,016 
18. V. 24. 7,10 | 38,6 840 0,3604 5,040 
50,736 
— 1,018 
49,718: 10 = 4,972 


+ 0,488 


Ausgabe . . 5,460g N, pro Tag 
Einnahme . 5,145 


Bilanz. . — 0,315gN, pro Tag 


Ein ganz ahnliches Ergebnis hatte der zweite Glykokollversuch, der 
am 9. Mai begann. Die tagliche Harnmenge war im Durchschnitt weiter 
gesteigert, bis auf 860 ccm, hauptsiichlich hervorgerufen durch die sehr groBen 
Harnmengen am zweiten und dritten Tage der Infusion. Die Ammoniak- 
ausscheidung war in diesem Falle auf denselben hohen Wert gestiegen, wie 
im vorigen Versuch am dritten Tage, und sank dann, von einigen kleinen 
Steigerungen unterbrochen, langsam wieder ab. Auch in diesem Versuch 
war die Bilanz der ersten Tage nach der Infusion sehr stark negativ, am 
vierten, fiinften und sechsten Tage setzte dann eine Retention ein, die den 
Verlust wieder aufholte, so da die Bilanz der Periode — 0,315 betrug 
gegeniiber — 0,317 in der vorigen Periode. Die Ubereinstimmung beider 
Perioden war also eine vollkommene. 


34° 








a 








- vere 





520 F. W. Krzywanek: 


Im Anschluf an diese Glykokollversuche lag mir daran, den Alanin- 
versuch, der ohne Kontrolle geblieben war, zu wiederholen, vor allem, 
da sich das Verhalten der Stickstoffausscheidung bei den Glykokoll- 
versuchen nicht gezeigt hatte. Leider ging am 21. der Fleischvorrat 
zu Ende, weshalb ich gezwungen war, in der Periode die Nahrung 
zu wechseln. Zum UberfluB wich die Zusammensetzung des neuen 
Fleisches noch erheblich von der bisherigen ab. Der Hund stellte sich 
aber, wie die Ergebnisse der letzten 3 Tage zeigen, tiberraschend gut 
und sofort auf den erhéhten Stickstoff ein. Die 150g Fleisch ent- 
hielten 5,084 g N, so daB er insgesamt 5,522 g¢ N erhielt. Die Harn- 
stickstoffzahlen vom 22., 23. und 24. geben mit 5,568, 5,5520 und 
5,544 gegeniiber der vom 21. mit 5,232 bei einer Einnahme von 5,145 
einen Beweis fiir das prompte Einstellungsvermégen des Tieres, so dah 
ich glaube, auch diesen Versuch unbedenklich verwerten zu kénnen. 


Tabelle XX. 
Fiinfte Periode. 


Am 19. Mai 6,5 g Alanin = 1,023 g N, intravends erhalten. 





; Harn: Im Harn g 
|Gewicht Tems Im Kot g 
Datum Tag | ‘i peratur tg a ¥ 7 N, 
19. V. 25. | 7,20 | 38,5 1040 0,5508, 7,104 
20. V. 26. || 7,23 — | 780 0,5236 6,960 
21. V. 27. || 7,22 — 880 |0,4352, 5,232 2312 
22. V. 28. || 7,12 — 740 0,4148 5,568), ~ 
23.V. | 29. 7,13 — | 880 |0,4080| 5,520 
24. V. 30. 7,10 — | 860 0,3876) 5,544 
35,928 
— 1,023 
34,905 : 6 = 5,818 
+ 0,385 


Ausgabe . 6,203 g N, pro Tag 
Einnahme. 5,333 


Bilanz . — 0,870g N, pro Tag 


Bei diesem Versuch zeigte sich das erstemal am Tage der Infusion 
eine stark diuretische Wirkung der letzteren. Im iibrigen hielt sich die 
durchschntitliche Tagesharnmenge mit 863 cem auf dem Durchschnitt der 
vorhergehenden Periode. Die NH,-Ausscheidung zeigte nach einem er- 
heblichen Anstieg am Tage der Infusion auf den in der ganzen Versuchs- 
reihe erzielten Héchstwert, um dann langsam und regelmaBig wieder ab- 
zusinken. Die N-Ausscheidung im Harn zeigte diesmal ein von der anderen 
Alanininfusion abweichendes Bild. Eine Schwankung der Stickstoffwerte 
wie in letzterem Falle war nicht zu bemerken. Dagegen war in den beiden 
ersten Tagen die Bilanz sehr stark negativ, so da®B sich eine durchschnitt- 
liche Bilanz von — 0,870 g N ergab gegeniiber — 0,802 in der ersten Periode. 
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Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Was zunichst die Stoffwechselversuche angeht, so geht aus dem 
Verlauf der N-Ausscheidung bei den Alaninversuchen unzweifelhaft 
hervor, daB eine Retention ihres Stickstoffs im Kérper nicht statt- 
gefunden hat. Sowohl nach intravenéser als auch oraler Eingabe er- 
schien der zugefiihrte Stickstoff prompt im Harn wieder; dariiber 
hinaus fand ein weiterer Stickstoffverlust statt, der ohne Bedenken 
auf die Infusion zuriickgefiihrt werden muB und der in den beiden 
Versuchen annihernd den gleichen Wert erreichte. Dieser weitere 
Verlust trat nach der oralen Verabreichung nicht auf; hier fand sich 
nur eine dem zugefiihrten N entsprechende Mehrausscheidung, in der 
Folgezeit war die Durchschnittsbilanz annihernd dieselbe wie in der 
ersten Zwischenperiode. Die Versuche sind, soweit dies in ihrer ver- 
schiedenen Anlage méglich ist, mit denen Buglias vergleichbar. Auch 
dieser erhielt in Versuch | und 3 (1. c., S. 168 und 178) einen der ein- 
gefiihrten Aminosiiure entsprechenden UberschuB8 von N in den Aus- 
scheidungen, den er aber auf die Hypertonizitat der eingefiihrten Lésung 
zuriickfiihrt, worauf ich spiiter noch zuriickkomme. Buglia brach die 
Versuche leider so zeitig ab, daB ein Verlauf der N-Ausscheidung in 
den nichsten Tagen nach der Infusion nicht beobachtet wurde. Nur 
in Versuch 3 erstreckte sich die Beobachtungszeit noch auf 3 Tage 
nach der Infusion, das Tier hungerte aber wihrend dieser Zeit bzw. 
erhielt nur 200cem 0,9proz. NaCl-Lésung, weshalb die Ergebnisse 
mit den meinigen, bei denen die Ernahrung neben der Zufuhr der 
Aminosiuren weiter ging, schwer vergleichbar sind. Das Ergebnis 
der ersten Periode beweist aber, daf es notwendig ist, nach derartigen 
Versuchen die Ausscheidung bis zur Wiedererreichung des N-Gleich- 
gewichts bzw. einer konstanten N-Ausscheidung zu verfolgen. 

In dieser Bezichung méchte ich auf die Versuche Abelins hinweisen, 
die dieser an schilddriisenlosen Hunden!) und Ratten?) vornahm, in 
denen er den EinfluB verschiedener proteinogener Amine auf den Stoff- 
und Gaswechsel dieser Tiere untersuchte. Die proteinogenen Amine, 
die sich aus den EiweiBspaltprodukten unmittelbar ableiten, indem 
sie durch Decarboxylierung aus den Aminosiiuren entstehen, stehen 
in einem sehr engen Verhiltnis zu den letzteren. Bei den Hunden fand 
er nun bei subkutaner Verabreichung von Phenylithylamin und p-Oxy- 
phenylathylamin eine hohe Steigerung des Stickstoffwechsels und eine be- 
trichtliche Steigerung der Diurese, bei der Ratte eine Verschlechterung 
des N-Ansatzes um die Halfte neben einer ebenfalls auffallenden Ver- 
mehrung der Wasserausscheidung durch den Harn und die Haut. Abelin 


1) Diese Zeitschr. 98, 128, 1919. 
2) Ebendaselbst 101, 197, 1920. 
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der die Stickstoffausscheidung auch noch in der Zeit nach der Injektion 
verfolgte, fand auch nach Aufhéren der Zufuhr in den folgenden Tagen 
eine weiter negative baw. schlechtere Bilanz, ja sie war teilweise in dieser 
Zeit noch schlechter geworden (Il. c., 8. 145). Es herrscht also in meinen 
Versuchen, dem Verlauf der Stickstoffausscheidung nach den Alanin- 
gaben folgend, eine erhebliche Ubereinstimmung mit den Befunden 
Abelins. 

Buglia fiihrte, wie schon erwihnt, die vermehrte N-Ausscheidung 
nach der Infusion auf die Hypertonizitét der verwandten Lésung 
zuriick. Da man aber eine derartige Lésung nicht isotonisch machen 
kann (man mite dann etwa | Liter infundieren, worauf schon Buglia 
hinwies), so ist der Nachweis der Richtigkeit dieser Annahme schwer 
zu erbringen. Buglia stellte zur Klirung dieser Frage folgende Versuchs- 
anordnung her: In einem 10 Tage dauernden Stoffwechselversuch 4 
lieB er das Tier am ersten Tage hungern, verabreichte ihm per os 200 ccm 
0,9proz. NaCl-Lésung und bestimmte die N-Ausscheidung. Am 2. Tage 
erhielt die Hiindin 70g Fleisch in 200 ccm 3,6proz. NaCl-Lésung, 
die der Gefrierpunktserniedrigung seiner Aminosiurelésung entsprach, 
am 3. und 4. Tage per os nur je 200 ccm 0,9proz. NaCl-Lésung. Am 
5. Tage bekam das Tier wieder 70 g Fleisch, aber diesmal mit 200 ccm 
0,9proz. NaCl-Lésung, am 6. und 7. Tage dieselbe NaCl-Menge wie 
am 3. und 4., am 8. Tage 200 cem einer 3,6proz. NaCl-Lésung und am 
9. Tage 200 cem 0,9proz. NaCl-Lésung. Am 10. Tage endlich fand die 
Infusion von 240 ccm der Verdauungsflissigkeit statt und damit schloB 
der Versuch. Die N-Ausscheidung in der Periode zeigte nun folgendes 
Verhalten: Am 2., 8. und 10. Tage, an denen die hypertonische Lésung 
verabreicht worden war, war sie erheblich gesteigert, am 5. Tage jedoch 
fand trotz der Gabe von 70g Fleisch mit 2,415g N eine Retention 
statt; daraus schlieBt Buglia: die Mehrausscheidung von N_ beruhe 
nicht auf der Zufiihrung von N durch die Nahrung, sondern auf der H yper- 
tonizitat der verwandten Lésung. Das experimentum crucis ist der Ver- 
such am 5. Tage, an dem trotz der Zufuhr derselben Fleischmenge wie 
am 2. Tage nur eine Ausscheidung von 1,626 g N einer von 3,309 g N 
am 2. Tage entgegensteht. Bei seiner SchluBfolgerung hat aber Buglia 
einen wesentlichen Faktor auBer acht gelassen, nimlich die diwretische 
Wirkung konzentrierter NaCl-Gaben und die Wirkung einer vermehrten 
Diurese auf den N-Stoffwechsel. Es ist ohne weiteres einleuchtend, 
daB bei einer um das Dreifache gesteigerten Harnmenge am 2. gegeniiber 
dem 1. Tage eine erhéhte N-Ausfuhr stattfinden mubte, wahrend am 
5. Tage nach der Fleischgabe mit der physiologischen NaCl-Lésung 
die Harnmenge und damit die N-Ausscheidung nicht gesteigert war. 
Wenn man aber die N-Ausscheidung der beiden folgenden Tage be- 
trachtet, so findet man hier trotz nicht gesteigerter Harnmengen Werte 
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derselben, die bedeutend héher liegen als am 1. Tage. Leider hat 
Buglia am 8. Tage wiederum eine hypertonische Salzlésung gegeben. 
die die Beurteilung der Ausscheidungen etwas erschwert. Wenn man 
aber die Durchschnittsbilanz der ersten 4 Tage errechnet, so kommt 
man auf eine Ausscheidung von 1,867 g¢ N pro Tag, bei den niichsten 
4 Tagen auf 1,434g N pro Tag. Wenn man weiter bedenkt, dab das 
Tier bis 2 Tage vor Beginn des Versuchs gemischte Kost erhalten 
hatte, die seinen Bedarf sicherlich ausreichend deckte, so daf in der 
ersten Zeit ein Uberschu8 von N disponibel war, gegen Ende des Ver- 
suchs aber sicher nicht, da das Tier in den 8 Tagen nur 4,83g N 
zugefiihrt erhalten hatte, so wird man zugeben miissen, daf der 
Unterschied, den Buglia aus diesem Versuch durch alleiniges Betrachten 
des Versuchstages errechnet und auf die hypertonische Salzlosung 
zuriickfiihrt, in Wirklichkeit nur verschwindend gering ist. Er dart 
jedenfalls nach meiner Meinung nicht mit der am letzten Tage erfolgten 
Infusion der Aminosiiuren in Parallele gestellt werden; abgesehen von 
dem Umstande, da die Zufuhr das eine Mal oral, das andere paren- 
teral erfolgte, ist eine diuretische Wirkung der Aminosduregabe in diesem 
Falle iiberhaupt nicht vorhanden, die vermehrte N-Ausfuhr kann also 
nicht mit einer Ausschwemmung des Organismus begriindet werden, 
wie es bei den NaCl-Gaben der Fall war. Wenn man folgende Zahlen 
vergleicht: Am 2. Tage bei einer Harnmenge von 394g 3,309g¢ N- 
Ausfuhr, am 7. Tage bei einer Harnmenge von 460g 2,383 g¢ N und 
am letzten Tage bei einer Harnmenge von nur 152 g 4,319 g N-Ausfuhr, 
so geht daraus deutlich hervor, daB man es hier mit verschiedenen 
Reaktionen zu tun hat, daB der SchluB, den Buglia aus der Versuchs- 
reihe zieht, nicht berechtigt sein diirfte. 

Ich méchte also nicht mit Buglia annehmen, dab die Wieder- 
ausscheidung des mit der Aminosiure zugefiihrten Stickstoffs auf 
einer Hypertonizitit der angewandten Lésung beruht, sondern dab 
tatsachlich eine Verwertung derselben zum Aufbau des eigenen Eiweib- 
molekiils nicht erfolgt ist. Die Frage, worauf die beim Alanin gegen- 
iiber dem Glykokoll verschlechterte Bilanz zuriickzufiihren ist, laBt 
sich mit der von mir gewihlten Versuchsanordnung nicht beantworten. 
Da sie sich aber in beiden Versuchen mit intravenéser Infusion im 
Gegensatz zu dem mit oraler Verabreichung und den Glykokollversuchen 
deutlich und iibereinstimmend bemerkbar macht, scheint nach meinem 
Dafiirhalten ein Fehler der Versuchsanordnung oder dergleichen nicht 
in Frage zu kommen. 

Kin verschiedenes Verhalten beider Stoffe im Kérper lassen auch 
die Respirationsversuche erkennen. Einen guten Uberblick iiber die 
Resultate geben die folgenden drei Abbildungen, in denen die Kalorien- 
produktion in steigenden Prozenten gegeniiber den Ruhewerten ein- 
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gezeichnet sind. Die Kalorienproduktion, die ja durch O,-Verbrauch 
und Respirationsquotienten und somit auch durch die CO,-Produktion 
bestimmt ist, gibt einen sehr klaren Einblick in den Verlauf der Oxy- 
dationsprozesse im Kérper. 
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wieder ausgeschieden werden; 
wir wissen, daB eine Desamidierung derselben stattfindet, also eine 
Abspaltung der NH,-Gruppe und Ausscheiden derselben als Ammoniak 





1) Ohne irgendwelche Schliisse ziehen zu wollen, erscheint es mir 
doch angebracht, auf das Verhalten der Oxydationsprozesse in den ein- 
zelnen Versuchen aufmerksam zu machen. Wenn man sowohl die Héhe 
der erreichten Werte betrachtet als auch die Zeit, in welcher nach der 
Infusion der Héhepunkt der Verbrennung eintrat, so findet sich eine merk- 
wiirdige Ubereinstimmung mit der chronologischen Reihenfolge der Ver- 
suche. In Versuch 5 wurde der Héhepunkt eher erreicht und lag viel héher 
als in Versuch 3 und ebenso in Versuch 7 gegeniiber Versuch 6. 
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bzw. Harnstoff. Der Rest, der nur noch aus C, H und O besteht, ver- 
brennt unter Erhéhung des Respirationsquotienten zu CO, und H,0. 
Wir haben also in unserem Versuch an dem Verhalten des Respirations- 
quotienten einen Anhaltspunkt dafiir, ob eine Verbrennung der Amino- 
siiuren tatsichlich stattgefunden hat. Wir finden nun in den Versuchen 
durchweg eine betrachtliche Erhéhung des Respirationsquotienten, wenn 
diese Steigerung auch den Wert | in keinem Falle erreicht; dagegen 
ist der im Versuch 5 erreichte Héchstwert von 0,94 nicht allzuweit 
von dem theoretischen Wert entfernt. Die Méglichkeit, daB eine Ver- 
brennung der Aminosiuren im Koérper stattgehabt hat, ist also nicht 
von der Hand zu weisen. 

Die beobachtete Steigerung kénnte aber auch eine andere Ursache 
haben. In neuester Zeit veréffentlichte Pollak!) seine Untersuchungen 
iiber den Finflu8 von Aminosduren auf die Blutzuckerregulation, durch 
die er den Nachweis bringen konnte, dab injizierte Aminosduren eine 
Erhéhung des Blutzuckerspiegels bewirken. Die Versuche wurden an 
Kaninchen angestellt, deren Blutzucker nach der Injektion verschiedener 
Aminosiuren stiindlich bzw. halbstiindlich bestimmt wurde. Die so 
erhaltenen Kurven zeigen fiir das Alanin und Glykokoll einen ganz 
iihnlichen Verlauf, wie die von mir erhaltenen entsprechenden Gas- 
wechselkurven. Die in vier von fiinf Fallen von mir gefundene Zwei- 
gipfeligkeit der Alaninkurve hat Pollak auch fiir den Blutzucker des 
hungernden Kaninchens feststellen kénnen (S.125, Versuch 8). Auch 
war hier, aihnlich wie in meinen Fallen, die Wirkung nach 3 Stunden 
wieder abgeklungen. Die Glykokollkurve Pollaks ist wie die meinige 
nur eingipfelig; allerdings wird hier der héchste Wert nicht so frith 
erreicht. Wenn man aber bedenkt, dai Pollak Kaninchen ver- 
wendete, denen er die entsprechenden viel kleineren Dosen von 1g 
subkutan einspritzte, so sind seine Versuchsbedingungen von den 
meinen so verschieden, sa die Ubereinstimmung eine um so iiber- 
raschendere ist. 

Da die Arbeit von Pollak erst nach Abschlu} meiner Versuche 
erschien, war es mir leider unméglich, an meinem Versuchstier das 
Verhalten des Blutzuckers nachzupriifen. Es ist aber die Annahme 
berechtigt, daf auch beim Hunde eine solche Erhéhung des Blut- 
zuckerspiegels eintritt, sei es durch Mobilisierung der Glykogenvorrite 
oder durch direkte Umwandlung der Aminosiiuren in Zucker. Wenn 
dies aber der Fall ist, so liegt die Méglichkeit vor, daf die von 
mir gefundenen Erhéhungen der Gaswechselwerte mit der typischen 
Erhéhung des Respirationsquotienten auf die Verbrennung des im Blute 
kreisenden iiberschiissigen Zuckers zuriickzufiihren sind. Dann ware 


1) Diese Zeitschr. 127, 120, 1922. 
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auch die Ubereinstimmung mit den Kurven, die Biirger!) bei der Ver- 
brennung parenteral einverleibten Zuckers beim Hunde gesehen hat 
nicht verwunderlich. 


Die Untersuchungsergebnisse Bornsteins und seiner Mitarbeiter scheinen 
zu dieser Annahme in einem gewissen Gegensatz zu stehen. Bei Unter- 
suchungen tiber die Adrenalinglykimie sah nimlich Bornstein*) an dem 
Verhalten des Respirationsquotienten, daS dieselbe nicht mit einer ver- 
mehrten Kohlehydratverbrennung einhergeht. In einer spiiteren Arbeit 
in Gemeinschaft mit Holm*) fand Bornstein ein Ahnliches Verhalten des 
Respirationsquotienten nach oraler Verabreichung von 100 g Dextrose beim 
Menschen. Auch hier war eine Ubereinstimmung der Gaswechselwerte 
(Respirationsquotient) mit der Blutzuckerkurve nicht nachweisbar. Wah- 
rend der Blutzucker schon nach ] Stunde seinen héchsten Wert erreichte, 
um dann bis zur 4. Stunde wieder zur Norm abzusinken (Abb. 1, 8. 216). 
erfuhr der Respirationsquotient in der ersten halben Stunde nach der 
Zufuhr eine Erniedrigung, um dann langsam anzusteigen und am Schlub 
des Versuchs, also nach 4 Stunden, seinen héchsten Wert (0,948) zu er- 
reichen. Das Verhalten beider Faktoren nach Einnahme von 100 g Liavulose 
dagegen war ein ganz anderes. Wenn auch hier (Abb. 2, 8. 216) die Aus- 
schlage des Blutzuckers nicht annahernd so erheblich waren wie bei dem 
Dextroseversuch, so war doch ein sehr schénes Parallelgehen des Blut- 
zuckers mit dem Verhalten des Respirationsquotienten zu beobachten. Auf 
die Schliisse, die Bornstein aus diesen Versuchen zieht, will ich an dieser 
Stelle nicht eingehen. Es geniigt zu erwihnen, daf der Zusammenhang 
beider Werte noch nicht geniigend geklirt zu sein scheint und daB in einigen 
Fallen, wie zu erwarten, eine Ubereinstimmung erzielt wurde. So fanden 
Bornstein und Miiller*) des weiteren ein sehr auffallendes Parallelgehen 
des Blutzuckers mit der Zackerverbrennung beim Hunde nach Pilokarpin- 
Injektion im Gegensatz zu den Adrenalin-Versuchen. Aus den Versuchen 
Bornsteins kann jedenfalls nicht geschlossen werden, daf die Erhéhung 
des Respirationsquotienten in meinen Versuchen auf den verbrennenden 
Zucker nicht zuriickgefiihrt werden kann. Pollak: (1. ¢.) schlie8t aus seinen 
Versuchen, dafi die eingefiihrten Aminosiuren nicht in Glucose umge- 
wandelt werden, sondern da®8 die Erhéhung des Blutzuckers ahnlich wie 
bei der Adrenalinhyperglykiimie auf steigender Glykogenolyse infolge Er- 
regung sympathischer Nerven beruhe. Wenn nun auch Bornstein annimmt, 
da8 es sich bei der Pilokarpin- und Adrenalinglykimie nicht um identische 
Prozesse handelt, so ist doch diese Frage noch nicht so eindeutig geklirt, 
dab die Parallelitat des Blutzuckers mit der Zuckerverbrennung bei den Amino- 
sdureversuchen a priori bestritten werden kénnte. 


Einen weiteren Beitrag zu dieser Frage im bejahenden Sinne der 
Zuckerverbrennung liefern noch die schon oben zitierten Untersuchungen 
von Abelin®) iiber die Wirkung der proteinogenen Amine auf den Gas- 
wechsel der Ratte. Auch er fand eine starke ErhGhung der Gaswechsel- 


1) Diese Zeitschr. 124, 1, 1921. 
2) Ebendaselbst 114, 157, 1921. 
3) Ebendaselbst 180, 209, 1922. 
4) Ebendaselbst 126, 64, 1921/22. 
5) Ebendaselbst 101, 197. 
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werte durch die Infusion. Bei seiner Versuchsanordnung, bei der sich 
Injektionen und Respirationsversuche tagelang folgten, konnte Abelin 
natirlich nicht die momentanen Verinderungen verfolgen, die nur 
am Zuntz-Geppertschen Apparat studiert werden kénnen. Aber er 
konstatierte nicht nur eine quantitative Veranderung des Stoffumsatzes 
im Sinne einer Erhéhung sowohl der EiweiBzersetzung und der Ver- 
brennung der stickstofffreien Substanzen, sondern auch eine qualitative 
jeeinflussung desselben, indem eine erhdhte Verbrennung von Kohle- 
hydraten einsetzte. Da nach den Untersuchungen von Abelin und Jaffe?) 
die Injektion verschiedener proteinogener Amine zu einem meistens 
vollstiindigen Verschwinden des Glykogens aus der Leber fiihrt und 
somit zu einer Uberschwemmung des Blutes mit Kohlehydraten, die sich 
auch im Gaswechsel bemerkbar machen mu&, so ist hierin eine weitere 
Parallele mit dem Verhalten der Aminosiiuren gegeben. 


1) Diese Zeitschr. 102, 39. 
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Zur Bangschen Mikromethode 
der Bestimmung der Chloride im Blut und Serum. 


Von 
Herbert Schénfeld. 
(Aus der Universitaéts-Kinderklinik zu Freiburg i. B.) 


(Eingegangen am 30. September 1922.) 


In einer an anderer Stelle erscheinenden Arbeit!) habe ich auf 
die geringe Titrationsbreite als den bedenklichsten Punkt der Bang schen 
Methode der Mikrobestimmung der Chloride im Blut und Serum hin- 
gewiesen. Es entsprechen z. B. 0,025 ccm der n/100 Silbernitratlésung 
0,0146 Kochsalz. Da ein Tropfen 0,025 ccm n/100 Silbernitratlésung 
gerade ausreicht, um in der alkoholischen Salzlésung einen scharfen 
Farbenumschlag hervorzurufen, ist es nicht méglich, die Titration 
durch noch stirkere Verdiinnung der Silberlésung oder weiterer Ver- 
kleinerung der Tropfengréfe genauer zu gestalten. 

Man muB also mit gréBter Sorgfalt titrieren und geniigende Ubung 
im Erkennen des Farbenumschlags besitzen, da ein Tropfen zuviel 
schon merkbar abweichende Zahlen ergibt. Am besten erkennt man 
den Umschlag, wenn man gegen einen im hellen Tageslicht stehenden 
weiBen Hintergrund titriert. Man titriert, bis der Umschiag von Gelb- 
grin in Lichtbraun auftritt; titriert man iiber diesen Punkt hinaus, 
so nimmt die braune Verfirbung mit jedem Tropfen allméhlich zu, 
um dann bei einem gewissen Punkt ziemlich scharf in Dunkelbraun 
umzuschlagen. Diesen zweiten Umschlagspunkt habe ich um etwa 
0,1 cem n/100 Silbernitratlésung héher liegend gefunden als den ersten ; 
der Abstand schwankt etwas, je nach der in der Lésung enthaltenen 
absoluten Menge Chlor. MaBgebend fiir die Berechnung des Chlor- 
gehalts ist nach Bangs*) Angabe der erste Umschlag. Nachpriifungen 
mit alkoholischen Kochsalzlésungen von bekanntem Chlorgehalt haben 
mich zu den gleichen Resultaten gefiihrt. Es ergibt sich ferner aus 
dem eben Gesagten, daB man beim ersten Auftreten des lichtbraunen 
Farbentons die Titration abbrechen muB. Darauf hat auch Scheer*) 
hingewiesen. 


1) Arch. f. Kinderheilkde. 72, 120, 1922. 

2) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. 
Wiesbaden 1916 und 1922. 

3) Scheer, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 31, 290, 1922. 
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Bei exaktem Arbeiten kommt man dann zu Werten, die meist 
in der zweiten, 6fter auch in der dritten Dezimale tibereinstimmen. 
Damit ist die Brauchbarkeit der Methode fiir klinische und biologische 
Fragestellungen gegeben. 

Vor kurzem haben Prigge!) und Petschacher*) in dieser Zeitschrift 
iiber ihre Erfahrungen mit der Bangschen Methode berichtet. Bei 
ihrem Vergleich mit der Volhardschen Methode kann Petschacher ihre 
Brauchbarkeit fiir klinische Untersuchungen bestiitigen, dagegen gibt 
Prigge mehrere Fehlerquellen an, darunter solche, die sich durch sorg- 
filtiges Arbeiten nicht ausschalten lassen, sondern gewisse Modifika- 
tionen der Methode verlangen: 

1. Den Fehler, der beim Abwiagen des Blutes oder Serums mit 
Hilfe der Torsionswage entstehen kann, findet Prigge sehr klein. Tat- 
sichlich liBt sich rechnerisch leicht feststellen, da bei Mengen von 
90 bis 120 mg Blut oder Serum, wie sie als optimal fiir die Methode 


anzusehen sind, ein Zuviel oder Zuwenig von |mg — grébere Ab- 
weichungen sind bei einigermaBen sorgfailtigem Arbeiten sicher zu 
vermeiden — das Resultat erst in der dritten Dezimale beeinflubt. 


Um die Anwendung der Methode auch dann zu erméglichen, 
wenn eine Torsionswage nicht zur Verfiigung steht, empfiehlt Prigge 
die Abmessung des Blutes mittels einer besonders konstruierten Pipette. 
Allerdings gibt er selber zu, daB beim AusflieBen des Blutes bis zu 
4 mg an den Winden der Pipette hiangen bleiben kénnen; das sind 
immerhin Mengen, die schon recht erhebliche Fehler bedingen miissen. 
AuBerdem ist das Verfahren doch wohl héchstens fiir Chlorbestimmungen 
im Gesamtblut anwendbar, da es nicht méglich ist, das auf die tibliche 
Weise gewonnene Serum — Absaugen des Blutes mit einer U-formigen 
Kapillare, Abzentrifugieren — mit der Pipette aufzunehmen. Man 
wiirde zumindest ein gréBeres Quantum Blut fiir dieses Verfahren 
brauchen. Es ist demnach die Waigung also doch wohl nicht zu um- 
gehen, zumal fiir die meisten klinischen Fragestellungen die Bestimmung 
der Serumchloride viel wichtiger ist als die des Gesamtblutes'). 

2. Nach Prigges Angabe geniigt es nicht, der Bangschen Vor- 
schrift entsprechend nach beendeter Extraktion und AbgieBen der 
alkoholischen Salzlésung einfach noch cinmal mit einigen Kubik- 
zentimetern Alkohol nachzuspiilen, sondern er halt es fiir notwendig, 
noch ein zweites Mal mehrere Stunden lang zu extrahieren, da es nur 
so méglich sei, die Chloride quantitativ zu gewinnen. Da es denkbar 
erschien, daB hierbei Blut und Serum Unterschiede zeigen kénnten, 
habe ich Prigges Behauptung sowohl fiir Blut wie fiir Serum nach- 


') Prigge, diese Zeitschr. 180, 442, 1922. 
) Petschacher, ebendaselbst 131, 116, 1922. 
3) Siehe auch Salomon, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 32, 271, 1922. 
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gepriift. Selbstverstindlich habe ich auch bei Bestimmung der im 
ersten Extrakt enthaltenen Chloride Glaschen und Papier mit einigen 
Tropfen Alkohol nachgespiilt, um die an den Oberflichen haftende 
Losung herauszubringen. Durch NachgieBen entsprechender Mengen 
Alkohol wurden die Fliissigkeiten in allen Versuchen auf gleiche Volu- 
mina gebracht. 

1. Serum. 


Im ersten Extrakt: In der Spiilfliissigkeit (sofort abgegossen): 

0,557 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes (= 0,05 cem) |. 
0,556 i Pe 99 oP mr * 9 = 0,05 

0,571 ss ‘9 *% an 2 ap + = 0,05 

0,573 a Soci on * sd sf * = 0,05 

0,567 * ay ” di 5 is és = 0,05 

0,565 “ me 99 ¥ .> ” = 0,05 

0,572 ; l ke _ “ Ts a = 0,05 

0,573 > hes % 2 - > o” = 0,05 


Im ersten Extrakt: Im zweiten Extrakt (nochmals 4 Stunden extrahiert ): 


0,578 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes). 
0,577 % ay | * a 9a * 
0,602 is wien <a 
0,605 eS pee $s ‘ 
0,622 i od F vs re me ¥s 
0,617 ” %” l 9 ” .° 9 9 
0,602 4 79 4 
0,608 i esiae na 
2. Gesamtblut. 

Im ersten Extrakt: In der Spiilfliissigkeit (sofort abgegossen): 
0,501 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes). 
0,503 mm ree) i é sé , 9 
0,501 ™ by a is os * m 
0,492 ee eed od ’ ; 

0,495 +3 a: : > 
0,501 “ie igi a : oH , 
0,503 i scl 3 


Im ersten Extrakt: Im zweiten Extrakt (nochmals 4 Stunden extrahiert ): 
0,497 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes). 


0,492 3 ] sy % ” ”» 
0,501 NS 5 oe *< x a % rf 
0,503 - om + 99 a > ”» 
0,513 % wie x. > » 

0,506 ¥ ix I a 9 , 
0,505 9 <e m re 9 is , 
0,504 “s wii o sy " ’ » 
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Der Umschlag tritt also, gleichgiiltig, ob man einfach nachspiilt 
oder nochmals mehrere Stunden stehen laBt, im zweiten AbguB auf 
Zusatz eines einzigen Tropfens n/100 Silbernitratlésung auf, d. h. die 
darin enthaltene Kochsalzmenge ist in jedem Falle kleiner als 0,0146 g 
(entsprechend einem Tropfen = 0,025cem n/100 Silbernitratlésung) 
und liegt damit unterhalb der mit der Methode iiberhaupt meBbaren Grépen. 
Die von Prigge verlangte nochmalige mehrstiindige Extraktion ist 
demnach iiberfliissig. 

3. Prigge findet den Farbenumschlag nur dann geniigend scharf, 
wenn die alkoholische Lésung, in der die Titration vorgenommen wird, 
ein Volumen von 10 cem nicht wesentlich iiberschreitet. Er empfiehlt 
deshalb, unten abgerundete Papierchen zu verwenden, die sich der 
Rundung des Reagenzglasbodens anpassen, um so den unterhalb der 
Papierchen befindlichen freien Raum mit auszunutzen. Ich habe von 
Anfang an Glischen von 60 mm Hohe und 19 mm lichter Weite mit ab- 
geflachtem Boden benutzt, die es ebenfalls gestatten, mit einem Minimum 
von Alkohol auszukommen, was schon aus Griinden der Sparsamkeit 
erwiinscht ist. Jedenfalls wird man auch bei Einhalten der Bangschen 
Vorscbrift iiber ein Volumen von 15 cem nie hinauszugehen brauchen. 
Die folgende Tabelle bringt Belege dafiir, daB bei Mengen von 10 und 
15cem die Titrationsergebnisse die gleichen sind. Voraussetzung ist 
nur, daB man, wie ja Bang auch besonders betont, beim Titrieren 
ununterbrochen gut umriihrt. 


1. Titration in 10 cem Alkohol: 





ccm n/100 Ag NO, 
(2. Umschlag 
dunkelbraun) 


. ccm n{100 AgNOz 
com n/100 NaCl) (, Umschlag lichtbraun) 


1,00 1,05 1,125 
(einschlieBlich Blindwert) 

1,00 1,05 1,125 

0,80 0,85 0,95 

0,80 0,85 0,95 

0,70 yf) 0,85 

0,70 0,75 0,85 


2. Titration in 15 cem Alkohol: 





com n|100 Ag NO. 
(2. Umschlag 
dunkelbraun) 


—s com n{100 AgNO, 
com n/l00 NaCl (1, Umscblag lichtbraun) 


1,00 1,05 1,125 
(einschlieBlich Blindwert) 

1,00 1,05 1,125 

0,80 0,85 0,95 

0,80 0,85 0,95 

0,70 0.75 0,85 

0,70 0.75 0.85 














532 H. Schénfeld: Bangsche Mikromethode der Bestimmung usw. 


4. Auf Grund rechnerischer Uberlegungen kommt Prigge ebenfalls 
zu dem SchluB, daB die wesentlichsten Fehler in der Bestimmung bei 
der Titration entstehen. Er braucht 0,04 ccm n/100 AgNO,, um einen 
scharfen Farbenumschlag hervorzurufen, und titriert dementsprechend 
mit Tropfen von 0,04 cem. Dieser Menge entsprechen aber 0,023 NaCl. 
Die Titration wird also in diesem Falle verhiltnismipig sehr grob und 
schlieBt meines Erachtens die Erzielung brauchbarer Resultate iiberhaupt 
aus. — Ich habe anfangs mit der ungefihr gleichen Tropfengrébe 
gearbeitet und habe erst dann gute Werte bekommen, als ich bis zu einer 
Tropfengr6éBe von 0,025 cem heruntergegangen bin. Entgegen Prigges 
Angaben und in Ubereinstimmung mit Scheer!), der ungefahr mit der 
gleichen TropfengréBe wie ich gearbeitet hat, ist zu betonen, daB auf 
Zusatz von 0,025ccem Silbernitratl6sung der Farbenumschlag mit 
geniigender Schirfe eintritt. Unter diese GréfSe kann man allerdings, 
wie bereits im Eingang dieser Arbeit bemerkt ist, nicht herabgehen. 

Zusammenfassend ist also zu sagen, dap die Bangsche Methode 
der Mikrobestimmung der Chloride im Blut und Serum fiir klinische 
und biologische Fragestellungen ausreichende Werte ergibt, wenn man 
sich genau an die von Bang gegebenen Vorschriflen hilt. 


1) Scheer, 1. c., S. 291. 
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Uber Urobilinbestimmung in den Fiizes. 
Von 
A. Adler und E. Schubert. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Universititsklinik 


in Leipzig.) 
(Eingegangen am 2. Oktober 1922.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem hat der eine von uns (Adler) eine klinische Methods 
mitgeteilt, die zur quantitativen Urobilinbestimmung in den Aus- 
scheidungen des Kérpers dient 1). In der genannten Arbeit, die besonders 
der Farbstoffbestimmung im Harn galt, wurde auch eine kurze Angabe 
gemacht iiber die Ermittlung der Urobilinmengen der Fiazes. Es gibt 
eine groBe Reihe von Methoden der Urobilinbestimmung in den Fiizes. 
die aufzuzihlen hier der Raummangel verbietet (Hoppe-Seyler, Adolf 
Schmidt, Miiller und Gerhardt, Fischler, Flatow wnd Briinell, Brugsch 
und Retzlaff, Wilbur wnd Addis, Auch!, Descomps, Méhu, Goiffon, 
Eppinger und Charnas). Aber saimtlichen muB die klinische Brauch- 
barkeit, d. h. Einfachheit der Handhabung verbunden mit hinlinglicher 
quantitativer Genauigkeit, abgesprochen werden, da sie entweder zu 
umstandlich in ihrer Ausfithrung sind, um fiir klinische Zwecke brauch- 
bar zu sein, oder eine Reihe von Fehlerquellen enthalten, die sie un- 
geeignet erscheinen lassen. Auch wir sind erst im Laufe unserer Unter- 
suchungen darauf gekommen, da® der von Adler (1. c.) empfohlene Weg 
der approximativ quantitativen Urobilinauswertung, tibertragen auf die 
Fazes, eine erhebliche Fehlerquelle enthalten kann. Als wir namlich 
eine schon mit Alkohol und Zinkacetat ausgezogene Stuhlmenge noch 
einmal mit Alkohol versetzten und, siehe da, noch eine betriichtliche 
Fluoreszenz im Filtrat erhielten. Diese Tatsache forderte dazu auf, 
fortan jede abgewogene Fazesmenge wiederholt zu extrahieren, eventuell 
bis zur negativen Urobilinreaktion. Es stellte sich etwas zunichst 
sehr Merkwiirdiges heraus: Der Riickstand enthalt immer noch be- 
triichtliche Urobilinmengen. Daraus ergibt sich die grobe Schwierigkeit 


1) Z. £. Kl. M. 188, 312. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 35 
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der Gesamtmengenbestimmung des Urobilins in den Fazes. Wir ver- 
stehen so, da Borrien') verzweifelt zu dem SchluB gelangt, es sei 
unmdglich, ein einigermaBen genaues Mai fiir die Urobilinmengen der 
Fazes zu erhalten. Und Brulé*) zeigte, wie schwer es ist, aus Fazes die 
Gesamturobilinmenge zu extrahieren. Beim ‘Ausziehen vermindern 
sich diese Urobilinmengen zwar immer, aber es bedarf einer ganzen 
Reihe von Extraktionen, bis ganz schwache Urobilinreaktion im Extrakt 
erzielt wird. Es wurde nun jede der einzelnen extrahierten Mengen 
bestimmt. Wir gingen folgendermafen vor: 5g der abgewogenen, 
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Abb. 1. 


mdéglichst frischen, gut durchgemengten Fiizes wurden durch Behandlung 
mit Petrolither von Indol und Scatol befreit, der Riickstand mit 
10 cem absoluten Alkohols, 1g  pulverisiertem Zinkacetat und 
drei Tropfen Jodtinktur versetzt und tiichtig mehrere Minuten im Morser 
durchgerieben und alsdann filtriert. Nach vollstiindigem Abfiltrieren 
wnd nach Ausdriicken des Riickstandes zwischen den Falten des Filters 
wurde eine. quantitative Bestimmung des Filtrats vorgenommen. Der 
sich nun vom Filter leicht und restlos abhebende Riickstand von neuem 
mit l0Qceem Zinkacetat-Alkohol tiichtig im Mérser durchgerieben und 





1) Soe. de Biol. 1920, 28. Februar. 
2) Presse médicale 1920, 16. Juni. 
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Abb. 3. 
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wiederum in der gleichen Weise vollstaindig abfiltriert. Quantitative 
Auswertung des zweiten Filtrats: der Riickstand wurde wieder genau 
so wie vorher behandelt und so fort. Um zu sehen, ob die jeweiligen 
Urobilinmengen, die bei den einzelnen Extraktionen erhalten wurden, 
in irgendwelchen Gesetzmifigkeiten zueinander stehen, wurden sie 
in Kurvenform aufgezeichnet. Es ergab sich bei siimtlichen Extraktionen 


immer wieder in gleicher Weise annihernd die gleiche Kurvenform. 
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Nicht nur bei der Extraktion verschiedener 


Stiihle derselben Patienten, 


sondern auch bei den Fiazes verschiedener Kranken. Solche Kurven 








seien eine Reihe zur Demonstration der hier obwaltenden Verhiiltnisse 
als Beleg angefiihrt'). Die Kurvenform, die sich hier zeigt, ist die 
der logarithmischen Kurve, und sie geniigt der Formel log e, — log e, 
= (n —1). konst, worin e die bei der betreffenden Extraktion ausgezogene 


1) Auf aer Abszisse ist die Zahl der Extraktionen, auf der Ordinate 
der reziproke Wert der jeweiligen Verdiinnungszahl aufgezeichnet. 
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Menge!), n die Zahl der Extraktionen und K eine Konstante bedeutet. 
Setzt man in diese Formel zwei experimentell gefundene e-Werte mit 
dem entsprechenden n ein, so erhailt man einen bestimmten Wert 
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fiir A, der natiirlich entsprechend dem Ausgangswert fiir jeden 
Stuhl verschieden ist. Mit Hilfe dieses erhaltenen K-\Wertes kann 


') Hier der Einfachheit halber als reziproker Wert der Verdiinnungs- 
zahl ausgedriickt. 
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man dann fiir eine andere Extraktion unter FEinsetzen des ent- 
sprechenden Wertes fiir » die extrahierte Menge berechnen und fest- 
stellen, ob sie mit der gefundenen iibereinstimmt. Das habe ich durch- 
gefiihrt und durchweg gute Ubereinstimmung gefunden. Als Beispiel 
sei eine Rechnung hier angefiihrt: 
log e, — log eg = (n— 1).k 
e, = 23100 log 23100 — log 12500 = IL. k 
k = 0,26 670. 
ég = 12500 ausgerechnet ergibt sich fiir e, = 6764 gefunden 6200 
(vgl. Abb. 3). 
€s 2 log 23100 — log eg = 2 . 0,26670 
¢, = 6764. 


Daraus ergibt sich nun aber ohne weiteres: durch die GroBe der 
ersten und einer folgenden Extraktion ist die Zahl der einzelnen 
Extraktionen sowie die Summe der bei den einzelnen Extraktionen 
erhaltenen Werte eindeutig bestimmt. 

Man kénnte nun einwenden, daf man nicht immer Extraktionen 
mit solch kleinen Mengen Lésungsmittel zu machen braucht, sondern 
man kénnte die Gesamtsumme der Mengen der einzelnen Lésungsmitte! 
verwenden und gleich auf einmal zusetzen, um so allen Farbstoff auf 
einmal vollstindig zu extrahieren. Beim Versuch, so zum Ziele zu 
gelangen, zeigt sich aber alsbald, daB das nicht méglich ist. Immer 
bleiben Pigmentmengen zuriick, die sich nicht auf einmal extrahieren 
lassen. Das Urobilin ist eben an die Fdzespartikel fest adsorbiert. Bei 
Zufiigen eines Lésungsmittels bildet sich sogleich ein Gleichgewichts- 
zustand zwischen dem Urobilin in Lésung und der Urobilinmenge 
am Adsorbens (hier die Stuhlpartikelchen) an der Grenzfliche aus). 
Das macht es verstiindlich, weshalb die Extraktion auf einmal un- 
moglich ist, sondern ganz bestimmten Gesetzen folgt. Das ist genau 
die gleiche Erscheinung wie die Tatsache, daB die adsorbierte Menge 
in einem System von geléstem Adsorbendum und Adsorbens in kon- 
zentrierter Lésung eine relativ geringere, in weniger konzentrierter 
eine relativ gréBere ist, und wie die, daB man, um einen Niederschlag 
von einem gewissen Stoff auszuwaschen, 6fter und mit kleineren 
Mengen waschen mu, als weniger oft mit groBen Mengen Wasser®). 

Diese Erwiigungen lassen die Tatsache der groBen Schwierigkeit 
einer Gesamtbestimmung des Urobilingehalts der Fiazes dem Ver- 


1) An dieser ist doch, allgemeinen Gesetzen folgend, immer noch 
Farbstoff angereichert, und so erklart es sich ebenfalls, daB es schwer ist, 
die Fazes durch Extraktion mit Lésungsmitteln véllig vom Pigment zu 
befreien. 

2) Vgl. Ostwald, Analytische Chemie, 8. 16. 
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stindnis niher kommen. Sie erkliiren aber gleichzeitig, da man den 
Xesultaten, die mit den Methoden von Miiller und Gerhardt, von Brugsch 
und Retzlaff, von Eppinger und Charnas, von Wilbur und Addis, wie 
der tibrigen oben genannten Autoren mit einiger Skepsis entgegen- 
treten mu, und in der Tat wird sich die nach diesen Auseinander- 
setzungen zu erwartende Feststellung ergeben, daB die zahlenmibigen 
Ergebnisse jener Forscher sich als viel zu niedrig erweisen. 

Die Méglichkeit aber, die Mengen der bei den einzelnen Extrak- 
tionen erhaltenen Farbstoffmengen in immer wieder fast genau gleicher 
Kurvenform zum Ausdruck bringen zu kénnen, beweist, dali die Pigment- 
ausziehung eine gesetzmibBige ist. Das setzt uns ohne Zweifel in den 
Stand, eine annihernd quantitative Urobilinbestimmung in den liazes 
zu erzielen. 

Aus den Kurven ergibt sich mit aller Deutlichkeit: durch dte 
Grope der ersten Extraktion ist sowohl die Zahl aller folgenden wie die 
Summe der bei diesen erhaltenen Farbstoffmenge eindeutig bestimmt. 
Dieser Satz involviert sogar eine fiir die Technik der Urobilinbestimmung 
im Stuhl in der Klinik sehr wichtige Tatsache, das man in praxi im 
allgemeinen nur die erste Extraktion auszufiihren braucht, um daraus 
schon die Méglichkeit zu haben, die Gesamtmenge zu berechnen. Fiir 
genaueres Arbeiten ist es jedoch erforderlich, nach der Formel der 
Exponentialfunktion log e, — log e, = (n — 1).k, nachdem zwei Extrak- 
tionen ausgefiihrt sind, besser noch drei oder vier, um nicht zwei auf- 
einanderfolgende zur Bestimmung von /: zu wihlen, fiir eine ganze Reihe 
von ganzzahligen n das zugehdrige e zu berechnen’), und die Summe der 
bestimmten und errechneten e als Gesamturobilinwert zu nehmen. 
Kin zweifellos nicht einfaches Verfahren. Man kann aber viel schneller 
zum Ziele gelangen. Aus unseren Bestimmungen ergab sich, dai zwei 
aufeinanderfolgende Extraktionen nahezu (unter Beriicksichtigung von 
Versuchsfehlern) immer gleiche Quotienten zeigten, so dai fiir die 
Praxis man ohne weiteres die Formel in Anwendung bringen kann: 


ateaqt¢agtagteagt+:--4g" =s 


ey 
sz € = 8. 
1 l—g 


Man kann nun fiir eine Anzahl von Bestimmungen sich Mittel- 
werte von g und von diesen wieder.den Mittelwert feststellen. Bei 
uns betrug dieser nahezu 1, fiir mittlere Ausgangswerte. Das bedeutet 
aber s = 2e,, d. h. die doppelte Menge der bei der ersten Extraktion 
erhaltenen Urobilinmengen gibt den approximativ quantitativen Uro- 


oder 


') Natiirlich nur so viele, als fiir ein ganzzahliges n, e noch eine nennens- 
werte GréBe ergibt. 
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bilingehalt der Fiazes an bei einem e; Von !)so99 bis | y5y99: bel einem 
¢,, das unterhalb 1/so, liegt, ist der Quotient ¢ = 0,45 (Mittelwert). 
bei einem e, tiber 1/j599) zeigte q einen Wert von 0,57 (Mittelwert). Das 
entspricht auch wieder ganz den Adsorptionsgesetzen. Bei einer kon- 
zentrierten Lésung geht relativ mehr in das Lésungsmittel, d. h. ist 
weniger an die Stuhlpartikelchen adsorbiert als in den weniger kon- 
zentrierten, bei denen weniger ins Lésungsmittel geht, also mehr 
adlsorbiert ist. Der so festgestellte Urobilinwert der Fazes ist natiirlich 
nur ein approximativer, aber fiir die Klinik durchaus reichender, 
jedenfalls spiegelt er die wahren Verhaltnisse besser wieder als die 
mit umstiandlicher Methodik gewonnenen Zahlen. 























Zur Rolle des Waschens 
bei Bestimmung der osmotischen Erythrozytenresistenz. 


Von 
Ulrich Strasser. 
(Aus der II. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 


Seit Hamburgers grundlegenden Arbeiten iiber die Theorie der 
osmotischen Resistenz und die Technik der Bestimmungen war die 
Anschauung ziemlich allgemein angenommen, dai} lediglich osmotische 
Stérungen das rote Blutkérperchen in hypotonischer Salzlésung zur 
Auflésung bringen, d. h. genauer die Trennung des Himoglobins vom 
Stroma veranlassen. 

Im Gegensatz hierzu steht, wie bekannt, eine Reihe von anderen 
zur Hiimolyse fiihrenden Mechanismen, so die Einwirkung von Saponin 
(Kobert, v. Eisler), Sublimat (Sachs, Port), Bienengift (Morgenroth und 
Carpi), Kieselsaure (Landsteiner und Jagit), Kobragift (Kyes u. a.), bei 
welchen die vermittelnde Rolle der Phosphatide, besonders der Lecithine 
und Cholesterine, auBer Zweifel ist. 

In jiingster Zeit sind nun Brinkmann und van Dam auf Grund 
ihrer Versuche zur Annahme gelangt, da auch bei der gewohnlich 
bestimmten Resistenz der Erythrozyten gegeniiber fallenden Koch- 
salzkonzentrationen der Gehalt des Blutes an Phosphatiden im Sinne 
eines himolyseférdernden bzw. -hemmenden Komplexes in Betracht 
komme, ein Komplex, der durch Waschung mit equilibrierter Salz- 
lésung auszuschalten sei. Sie fanden denn auch im Gegensatz zu 
friiheren Untersuchungen (Snapper, Gros, Heuer. Holler, Sattler) kon- 
stant eine Erhéhung der Resistenz der gewaschenen Roten, was von 
den genannten Forschern auf die Entfernung des Lecithins bezegen 
wurde. 

Im folgenden sind kurz die Befunde von Untersuchungen mit- 
geteilt, die die Rolle des Waschens tberhaupt. sowie die bessere oder 
schlechtere Eignung der vier untersuchten, angeblich physiologischen 
Fliissigkeiten beleuchten. Hierbei konnte auch ein Vergleich mit den 
von Brinkmann und van Dam einerseits, den genannten Autoren 
andererseits gefundenen Resultaten und den daraus abgeleiteten Folge- 
rungen gezogen werden. 
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Die Fragestellungen waren demnach: 

1. Ergeben sich bei der Bestimmung der osmotischen Resistenz 
der gewaschenen und ungewaschenen roten Blutkérperchen so weit 
gehende Differenzen, daf sie klinisch in Betracht kommen / 

2. Sind die angewendeten Salzlésungen der iiblichen sogenannten 
physiologischen NaCl-Lésung tiberlegen / 

3. Sprechen die Unterschiede in den gefundenen Zahlen fiir oder 
gegen die Existenz eines himolyseférdernden Komplexes ’ 


Es wurde durchweg Menschenblut verarbeitet, und zwar von 
unausgesuchten Fiillen des klinischen Materials. da es sich ja um Ge- 
winnung relativer Werte handelte. An 44 Fallen wurden 157 Einzel- 
bestimmungen ausgefiihrt. 

Technik. Es kamen die tiblichen Reihen nach Hamburger zur Ver- 
wendung. Die Verdtinnungen der NaCl-Lésungen wurden jedesmal frisch 
aus einer 0,6proz., titrimetrisch kontrollierten NaCl-Stammlésung und 
Aqua dest. hergestellt. In je 3cem Fliissigkeit in Reagenzréhrchen 
von 1 em Durchmesser und 6 cm Héhe wurde dann ein Tropfen Blut (etwa 
0,02 cem) aus stets der gleichen Pipette unter gleichem Winkel eingebracht. 
Die Gerinnungshemmung erfolgte zum Teil durch Natriumcitratzusatz 
meist wurde dureh Schiitteln mit Glasperlen defibriniert. Einige (hier 
nicht angefiihrte) Paralleluntersuchungen zeigten die Gleichheit der Resul- 
tate bei beiden Verfahren. Die Ablesung erfolgte nach drei- bis vierstiindigem 
Stehen, der ganze Versuch wurde bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Es 
kamen nur zwei Werte, BL (Beginnende Lyse = Minimumresistenz) und 
K L (Komplette Lyse = Maximumresistenz) zur Feststellung. 

Als Waschfliissigkeiten wurden die tibliche 0,85proz. physiologische 
NaCl-Lésung, die von Brinkmann verwendete Lésung (0,7 % NaCl, 0,18°% 
NaCO,, 0,02% CaCl, « 6 Aqua, 0,02% KCl), die Tyrodesche Lésung 
(0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0.03% CaCl,, 0,02% MgCl,, 0,01% NaH,PO,, 
0,0005 % NaHCO,), sowie die in ihrer Zusammensetzung durch Fabriks- 
geheimnis geschiitzte Normosalldsung verwendet. Die Waschung erfolgte 
in iiblicher Weise durch mehrmaliges Zentrifugieren und Wiederaufschiitteln 
mit frischer Waschfliissigkeit. Die schlieBliche Konzentration der Auf. 
schwemmung wurde volumetrisch der der im Serum verbliebenen roten 
Blutkérperchen angeglichen. Dieses Vorgehen scheint erlaubt im Hinblick 
auf die Resultate von Schultz und Charlton, die fanden, daB erst die Ver- 
ringerung der korpuskularen Elemente auf ein Viertel bis ein Achtel eine 
scheinbare Erhéhung des Wertes der beginnenden Lyse zur Folge hat, 
weil dann die geringen Spuren des in der hdheren Konzentration schon 
ausgetretenen Hiimoglobins dort noch nicht merkbar werden. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle I iibersichtlich zusammengestellt. 
Ks war demnach die BL bei Waschung mit physiologischer NaCl- 
Lésung in etwa 97%, mit Brinkmanns Lésung in 76%, mit Normosal 
in 95%, mit Tyrodelésung in 93% gleich oder erhoht (a. h. Minimum- 
resistenz herabgesetzt), der Wert der KL bei Waschung mit physio- 
logischer NaCl-Lésung in 90%, mit Brinkmanns Lésung in 88%, 
mit Normosal in 71%, mit Tyrode in 80%, der Fille gleich oder er- 














tenz 
weit 


iten 


der 


yon 
Ge- 


zel- 


Ver- 
isch 
und 
hen 
twa 
cht. 
satz 
nier 
sul- 
rem 

Es 
ind 


che 
8% 
ing 
O,, 
ks - 
gte 
eln 
uf. 
ben. 
ick 
er- 
ine 
at, 
on 


It. 
y 3 
sal 











Rolle des Waschens bei Best. d. osmotischen Erythrozytenresistenz. 543 


niedrigt (Maximumresistenz erhéht). Somit fand sich in der iiber- 
wiegenden Mehrzahl der Fille die Resistenzbreite nach der Waschung 
gleich oder gréfer als bei der Bestimmung im ungewaschenen Zustand. 





Tabelle I. 
bewirkt 
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in Fallen: in Fallen: 

Phys. NaCl-Lésung .. 32 20 l ll 3 19 10 
Brinkmann-Lésung .. 33 18 6 9 4 19 10 
TE 16 1 4 6 1] 4 
Tvrode SET RTS Cty, 14 12 l 1 2 9 3 


Hier muB eingeschaltet werden, dab diese Divergenz gegeniiber 
den Resultaten von Brinkmann und van Dam damit zusammenhingen 
kann, daBi obige Resistenzbestimmungen, wie iiblich, gegen NaCl- 
Losungen in fallender Konzentration vorgenommen sind, dagegen in 
jenen Bestimmungen die zur Waschung verwendete komplizierte Salz- 
lésung mit gleichbleibender CaCi,, NaHCQO,- usw. Konzentration 
und nur fallendem NaCl-Gehalt angewendet wurde, ein Vorgehen, 
da unseres Erachtens uniibersichtliche Verhiltnisse bedingt und daher 
nicht einwandfrei erscheint. 

Die Erklarung unserer Ergebnisse méchten wir darin sehen, dai 
keine der angewandten Lésungen das Gefiige der Erythrozyten wirklich 
intakt laBt, sondern zumeist eine Anderung im Sinne einer Herab- 
setzung der Resistenz gegeniiber hypotonischen Salzlésungen die Folge 
ist. Die so haufige Erhéhung der Maximumresistenz méchten wir 
mit Holler als eine scheinbare insofern ansehen, als durch das vermehrte 
Zugrundegehen der lidierten gewaschenen Blutkérperchen eine hohere 
als die urspriinglich eingestel!te Losungskonzentration resultiert. 

Die Durchsicht der Finzelresultate, deren ausfiihrliche tabellarische 
Wiedergabe aus Platzmangel unterbleiben muBte, lehrt im allgemeinen, 
daB die Differenzen der Werte mit und ohne Waschung selten groBer 
sind als man bei strenger Kritik die Fehlergrenze der Methode setzen 
muB. Jedenfalls ist bei jenen klinischen Fallen, bei denen die 
osmotische Resistenz der Roten als differentialdiagnostisches Hilfsmittel 
herangezogen wird (himolytischer Ikterus, perniziése Animie), nur 
solehen Differenzen Wert beizumessen, die auch bei der Bestimmung 
der Resistenz ohne Waschung eine Abweichung von der Norm ergeben. 
Freilich zeigt ein einschligiger Fall meines Materials mit einer eben 
pathologisch herabgesetzten Resistenz der in physiologischer Kochsalz- 
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losung gewaschenen Blutkérperchen bei Normalwerten der un- 
gewaschenen die Notwendigkeit beider -Bestimmungsarten. 

Die eingangs gestellten Fragen beantworten sich demnach folgender- 
maBen: Ad 1. Die Differenzen der Werte, die sich bei Bestimmung 
der Resistenz der gewaschenen und ungewaschenen Erythrozyten er- 
geben, sind im allgemeinen nicht so groB, da sie klinisch in Betracht 
kommen, so daB zumeist die Bestimmung der ungewaschenen Resistenz 
geniigt. Bei Verdacht auf hamolytischen Ikterus oder pernizidser 
Anamie ist die Bestimmung beider Werte zu fordern. Im Falle starker 
Farbung des Serums (Ikterus) ist die Waschung im Interesse besserer 
Ablesungsméglichkeit empfehlenswert. 

Ad 2. Keine der verwendeten Salzlésungen ist als physiologisch 
insofern anzusehen, als sie die roten Blutkérperchen bei der Waschung 
tatsiichlich ungeschidigt lieBe. Kine Bevorzugung der einen oder 
anderen gegeniiber der iiblichen sogenannten physiologischen Na('l- 
Losung liBt sich aus obigen Untersuchungen nicht begriinden. 

Ad 3. Die vielfach gefundene Erhéhung der Resistenzbreite 
Krniedrigung der Minimumresistenz bei Erhéhung der Maximum- 
resistenz — scheint neuerdings gegen die Annahme zu sprechen, dali 
durch das Waschen ein die osmotische Hiimolyse férdernder oder 
hemmender Komplex entfernt werde. 

Anhangsweise seien noch einige in Tabelle Il verzeichnete Parallel- 
bestimmungen der Resistenz gegeniiber fallenden NaCl-Lésungen einer- 
seits, fallenden Normosallésungen andererseits verzeichnet, die eine 
weitgehende Gleichheit der Resultate und zum Teil gleichfalls die 
Erweiterung der Resistenzbreite als Folge der Waschung erkennen 
lassen. Da diese Versuchsanordnung nur den Nachteil des Arbeitens 
mit der wenig haltbaren und titrimetrisch nicht kontrollierbaren 
Normosallésung und keinen ersichtlichen Vorteil hat, wurden die 
Untersuchungen dieser Art nicht weitergefiihrt. 


Tabelle II. 





Osmotische Resistenz gegen 
Hypoton. Na Cl-Lésung Hypoton. Normosallésung 
0,609, bis 0,20p 060%) bis 0,20%p 
Klinische Diagnose Bs | in phys. ve . in I proz. 
gewaschen | ee gewaschen yy ig 


BL KL BL KL BL KL BL KL 


Pyetig. Oe _ - ||0,42}0,28 046 06,20 
Cholezystitis . . . . 0,40'0,20 042 0,20 0,42 024 044 0,20 
Iues IT, ... .. . 40,46 0,47 | 022 0,44;022 044 0,22 
Lymphatische 

Leukimie .... 0,44 0,46 | 0.26 044 022 044 O24 
Encephalomalacie. . 0,38 040 0.22 038 0.20 040 0.20 





NZ 
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Himocarbamidometer; ein Apparat zur Bestimmung des 
Harnstoffs in geringen Mengen von Blutserum. 


Von 
Zoltan Aszodi. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In dem vor kurzem von Partos') und dann von mir beschriebenen 
Apparat?), der dann Carhamidometer benannt wurde, wird der Harn- 
stoff durch Urease in kohlensaures Ammonium verwandelt und das 
Umwandlungsprodukt durch Schwefelsiiure zersetzt; da dies alles in 
einem verschlossenen Raume stattfindet, laBt sich aus dem Druck 
der in Freiheit gesetzten Kohlensiiure die Menge des Harnstoffs he- 
rechnen. 

Der Apparat, dessen genaue Beschreibung im Original nachzulesen 
ist, stellt im wesentlichen eine U-f6rmige Roéhre dar, deren ktirzerer Schenkel 
in eine verschlieBbare Hohlkugel, die eine bestimmte Menge Quecksilber 
enthilt, ausgeht, waihrend der andere lingere Schenkel mit einer Skala 
versehen ist. Der zu priifende Harn wird in die Hohlkugel itiber das Queck- 
silber gebracht, mit etwas Urease versetzt, das in der verlangerten Achse 
der Hohlkugel befindliche Réhrechen mit Schwefelsiure angefiillt, so zwar, 
daB die Schwefelsiure zunachst noch nicht zum Harn hinunterflieBen 
kann. Nach Ablauf einer gewissen Zeit, die zur’ Umwandlung des Harn- 
stoffs nétig ist, l4Bt man dem Harn die Schwefelsiiure zuflieBen, wodurch 
aus dem entstandenen kohlensauren Ammonium Kohlensiure in Freiheit 
gesetzt und das Quecksilber im offenen Schenkel des Apparates langs 
der Skala emporgetrieben wird. Da die Skala empirisch kalibriert ist, 
J4Bt sich aus dem erreichten Stande der Quecksilbersiiule der Harnstoff- 
gehalt der in den Apparat eingefiillten Probe berechnen. 


Die sehr befriedigenden Ergebnisse, die im Harn mittels des Carb- 
amidometers zuerst von Partos und.nachher von mir erreicht wurden. 
lieBen mich hoffen, auf dieselbe Weise den Harnstoff auch im Blut- 
serum exakt bestimmen zu kénnen, was ja derzeit ungleich wichtiger 
und auch dankbar erscheinen mu8. Denn, wenn es gelingen sollte, 
innerhalb des Rest-N, dem heute mit Recht eine so eminente Bedeutung 


1) Diese Zeitschr. 103, 292. 
2) Ebendaselbst 128, 391. 
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zugemessen wird, die Harnstofffraktion zu erfassen, wurde hierdurch 
ein weiterer Schritt zur Klirung so mancher wichtiger Fragen getan sein. 

DaB die Umwandlung des Harnstoffs durch die Soja-Urease auch 
im Blute moéglich ist, daran war von vornherein kaum zu zweifeln. 
Die Schwierigkeiten, denen ich entgegensehen muBte, waren blob 
technischer Art, darin bestehend, daB a) eine Versuchseinrichtung 
gefunden werden muBte, die eine méglichst geringe Blutentnahme 
erheischt, und b), da® das Blutserum an sich bereits Carbonate enthalt. 
Da nimlich bei der in Frage stehenden Methode das aus Harnstoff 
gebildete Ammoniumcarbonat mit Schwefelsiure zersetzt und aus 
dem Druck der in Freiheit gesetzten Kohlensiure die Menge des 
Harnstoffs berechnet wird, muBte es von vornherein als mibBlich 
angesehen werden, wenn man fiir den Kohlensiiuregehalt des Blut- 
serums eine wenn auch von Fall zu Fall festgestellte Korrektion an- 
bringen wollte, die das Mehrfache davon betrigt. als nach erfolgter 
Korrektion vom berechneten Werte iibrig bleibt und eben dem ge- 
suchten Harnstoff entspricht. 

Ad a). Dem ersteren der beiden Gesichtspunkte konnte dadurch 
technung getragen werden, dai der Apparat an verschiedenen Stellen 
wesentlich veriindert wurde. So ist im neuen Blutserumapparat der 
Gasraum oberhalb des Quecksilbers nicht gréBer, als zur Aufnahme 
von etwa 2 ccm Fliissigkeit erforderlich ist. Die wesentlichste Anderung 
hat aber das aus zwei Teilen bestehende Ansatzstiick (s. in Abb. | 
der Partosschen Mitteilung) erfahren, dessen relativ grofer Innenraum 
als toter Raum Schuld daran trigt, dafs das alte Modell zur Priifung 
an Harnstoff armer Fliissigkeit nicht geeignet ist. 

An Stelle dieses Ansatzstiickes enthilt der fiir Blutserum bestimmte 
Apparat, das Himocarbamidometer'), einen Glasstopfen, der von 
einem schrig verlaufenden Kanal durchbohrt ist. Der Kanal dient 
zur Aufnahme der Schwefelsiure, durch die die Kohlensiiure in Freiheit 
gesetzt werden soll, und wollen wir seine obere Miindung mit O, die 
untere Miindung mit U bezeichnen. 

Der Halsteil der das Quecksilber enthaltenden Hohlkugel ist in 
gleicher Héhe mit der Miindung O durchbohrt; von O verliuft lings 
der AuBenwand des Stopfens eine etwa 1 mm tiefe und recht breite 
Rinne ganz herab, so daB dadurch auch die untere Flache des Stopfens 
am Rande in Form eines Einschnitts eingekerbt erscheint. Diese Rinne 
la8t, wenn Miindung O und die Bohrung im Halsteil der Hohlkuge! 
einander korrespondieren, eine: Kommunikation zwischen dem Innen- 
raum der Hohlkugel und der AuBenluft zu, so daB der Apparat, nach- 


1) Der Apparat wird kalibriert geliefert durch Glastechniker A. Huber, 
Budapest, Technische Hochschule, I. Budafoki ut 8. 
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dem er mit Serum und Urease beschickt war, auf den herrschenden 
Luftdruck, also auf den Nullpunkt eingestellt werden kann. Die Rinne 
hat jedoch auch einen zweiten Zweck. Wird nimlich, nachdem der 
Stopfenkanal (in der unten beschriebenen Weise) mit Schwefelsiure 
beschickt war und die Ureasewirkung bereits stattgefunden hat, der 
Glasstopfen (um die Schwefelsiure herabflieBen zu lassen) so herum- 
gedreht, das nun die Miindung U’ mit der Ausbuchtung am Halsteil 
der Hohlkugel korrespondiert, so stiinde dem AbflieBen der Schwefel- 
siiure eigentlich nichts mehr im Wege; und doch wiirde, falls die in 
Frage stehende Rinne nicht vorhanden wire, keine Schwefelsiure ab- 
flieBen kénnen. Da niimlich bei dieser Stellung des Stopfens die Miin- 
dung O an die umgebende, nicht durehbrochene Wand des Halsteils 
blind aufst6Bt und im engen Kanal neben der Schwefelsiiure keine 
Luft voriiber kann, miiBte hinter der abflieBenden Schwefelsiure ein 
Vakuum entstehen; mit einem Worte: die Schwefelsiure kénnte nichi 
abflieBen. Ist aber die Rinne in der beschriebenen Weise am Stopfen 
angebracht, so vermittelt sie die Kommunikation zwischen Kanal- 
lumen und dem Gasraum in der Hohlkugel, demzufolge durch Rinne 
und Miindung O hindurch Luft aus den Gasraum hinter die Schwefel- 
siure nachriicken und diese glatt abflieBen kann. 

Kin zweites Moment, das viel zur VergréBberung der Ausschliige 
des Apparats beitragt und ihn hierdurch empfindlicher macht. ist. 
da® der Schenkel, in dem der Quecksilberanstieg erfolgt, viel enger 
als am alten Modell, 2 bis 3mm weit, genommen wurde. 

Ad b). Um das Blutserum von den priformierten Carbonaten zu 
befreien bzw. um zu verhiiten, da aus diesen bei der Zersetzung durch 
Schwefelsiure Kohlensiure in Freiheit gesetzt werde, die sich dann 
der Kohlensiure aus dem umgewandelten Harnstoff hinzugesellen 
wiirde, muBte nach einer Siure gefahndet werden, die in ciner geeigneten 
Konzentration faihig ist, die priformierten Carbonate zu zersetzen, 
andererseits aber die Wirksamkeit der Urease nicht beeintrachtigt. Zu 
diesem Zweck durchaus geeignet wurde eine 1% proz. Lésung von Wein- 
siiure befunden. Wird mit ,proz. Weinsiure behandeltes Serum im 
Apparat mit Schwefelsiure zersetzt, so erfolgt kein Anstieg der Hg- 
Saule zum Zeichen dessen, daf die praformierte Kohlensiure aus dem 
Serum durch die Weinsiure tatsichlich vorangehend bereits aus- 
getrieben war. ; 


Ausfiihrung eines Versuchs. 


Nun soll zunachst beschrieben werden, wie ein voller Versuch aus- 
gefiibrt wird, und nachher sollen im Anschlu8 hieran einige Bemerkungen 
angekniipft werden. 

Mit Hilfe der dem Apparat beigegebenen Pipette werden je nach der 
vorhandenen Menge erst I'/, oder 14% oder 2 und dann mit derselben Pipette 
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genau dieselbe Menge einer proz. Lésung von Weinsiiure (die ungefahr 
1 Woche lang haltbar ist) in ein kleines Kélbchen eingefiillt und das Ge- 
misch 5 Minuten lang schwach geschiittelt; von diesem Gemisch liBt man 
wieder mit derselben Pipette 2cem in die Hohlkugel des Apparats tiber 
das Quecksilber flieBen. Nachdem man noch eine kleine Messerspitzevoll 
von der trockenen Urease (nach Hahn und Sophra bereitet) hinzugefiigt 
hat, wird der gut eingefettete Stopfen in den Halsteil der Hohlkugel ein- 
gefiigt, so zwar, daB die Miindung O mit der Bohrung am Halsteil der 
Hohlkugel korrespondiert (Stellung I). Nun wird vermittelst einer diinn 
ausgezogenen Glasréhre 0,1 bis 0,2 cem 30proz. Schwefelsiure in dem 
Stopfenkanal eingefiihrt, wobei man aber dafiir Sorge tragen muB, dab 
der Rand der Miindung O nicht mit Schwefelsiure benetzt werde 


ee . 


oO a 
g ae u 
I Il Il 
Abb. 1. 


Bei derselben Stellung I des Stopfens, wobei der Gasraum iiber dem 
Quecksilber mit der AuBenluft kommuniziert, wird der Apparat, indem 
man ihn je nach Bedarf nach rechts oder nach links neigt, auf den Null- 
punkt der Skala eingestellt. (Nebenbei sei bemerkt, daB der gréBeren 
Bequemlichkeit und Genauigkeit halber der Apparat am langeren Schenkel 
die Millimeterskala aufgeitzt trigt.) Jetzt wird der Apparat, indem man 
den Stopfen nach rechts in der Richtung des Uhrzeigers herumdreht, 
verschlossen, wobei beide Kanalmiindungen (O und U) blind auf die ent- 
sprechende Glaswand des Halsteils der Hohlkugel aufstoBen (Stellung IT). 
Dies alles muB jedoch rasch, innerhalb 1 Minute, geschehen sein, denn 
nach dieser Zeit sieht man am Ansteigen des Quecksilberfadens, daB im 
Blutserum bereits ein ProzeB eingesetzt hatte. Dieser Anstieg dauert etwa 
30 Minuten lang; die Quecksilbersiitule beharrt dann bei dem erreichten 
Maximum oder sinkt wieder allmihlich gegen den Nullpunkt zuriick. 
(Wahrscheinlich kommt dieser Erscheinungskomplex dadurch zustande, 
daB das bei der rasch einsetzenden Fermentwirkung frisch gebildete Ammo- 
niumearbonat durch die Weinsiiure zersetzt und so Kohlensiiure in Freiheit 
gesetzt wird. In dem Mabe jedoch, als infolge der fortgesetzten Umwand- 
lung des Harnstoffs mehr und mehr kohlensaures Ammonium gebildet 
wird, nimmt die Aziditit der Fliissigkeit standig ab, demzufolge keine 
Kohlensiiure mehr abgespalten, ja sogar die bereits in Freiheit gesetzte 
wieder in der Fliissigkeit absorbiert wird.) 

Nachdem man den Apparat 2 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen hatte, welche Zeitdauer stets geniigt, um die kleine Harn- 
stoffmenge, um die es sich hier handelt, umzuwandeln, wird der Glas- 
stopfen wieder eine Strecke weit nach rechts, in der Richtung des Uhr- 
zeigers, herumgedreht, so zwar, da} jetzt die Miindung U des Kanals mit 
der rinnenférmigen Ausbuchtung des Halsteils der Hohlkugel korrespondiere 
(Stellung II1), worauf die Schwefelsiure zum Blutserum in die Hohlkugel 
hinabflieBt. Indem man den Apparat, mit dem Sockel auf der 'lischplatte 
gleitend, ziemlich rasch hin und her bewegt, wird die Fliissigkeit durch- 
geschiittelt, und man sieht das Quecksilber im offenen Schenkel des Apparats 
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rasch ansteigen. 


Hat dieser Anstieg unter fortgesetztem Schiitteln ein 
Maximum erreicht, wartet man, bis der Apparat wieder Zimmertemperatur 
angenommen hat und liest sodann den Stand des Quecksilbers an der 






Skala ab. Von diesem Werte wird, sofern der Apparat zu Beginn nicht 
genau auf den Nullpunkt eingestellt war, der Anfangsstand abgezogen und 


der Rest mit dem Kaliber des Apparats multipliziert. 


Auf diese Weise 


erhalt man sofort den Harnstoffgehalt von 1 cem des Blutserums in Milli- 
grammen. Kommt es auf eine besonders groBe Genauigkeit an, so miissen 
auch die innerhalb der 2 Stunden etwa erfolgten Anderungen der Tempe- 


ratur und des Barometerstandes beriicksichtigt werden. 


Es lassen sich auf 


Grund von Versuchen, die ich eigens zu diesem Zwecke ausgefiihrt habe, 
entsprechende Korrektionen in der einfachsten Weise anbringen, indem 


»» Temperaturabnahme ,, 19°C 


x ,, Absinken ,, i oy Ag 
erheiseht. 


von 0,8 mm. 
am SchluB des Versuchs . 


Die Temperaturkorrektion betrigt — 1,5 














eine Temperaturzunahme um 1°C eine Korrektion von 


ein Ansteigen des Barometers um | mm eine Korrektion von 


Beispiel der Berechnung eines Versuchs. 
zeigte das in unmittelbarer Nihe des Apparats aufgehiingte Thermometer 
einen Temperaturanstieg von 1,5° C, das Barometer eine Luftdrucksenkung 


Der Stand des Quecksilbers betrug nach der Einstellung . 


Quecksilberanstieg . 


Die Barometerkorrektion betragt — 0,4 x 0,8 


2 mm 
2 

0,4 
0.4 


Wahrend der Versuchsdauer 


; 0,8 mm 
42,1 
41,7 mm 

a0 ss 
38,7 mm 
"eee 
38,4 mm 


Das Kaliber des verwendeten Apparats betrug 0,294, daher in 1 cem 
des untersuchten Serums 0,294 x 38,4 = 1,129 mg = 0,113°% Harnstoff 
erhalten waren. Verfiigt man tiber zwei Apparate, so wird der zweite nur 
mit Serum oder Wasser und Schwefelsiure, jedoch nicht mit Urease be- 
schickt, also blo® als Thermobarometer verwendet, indem man nach Ab- 
lauf von 2 Stunden, ohne die Schwefelsiure herabflieBen zu lassen, abliest. 
An dem am ersten Apparat, in dem die Ureasewirkung stattgefunden hat, 
abgelesenen Werte wird die Verinderung, die am zweiten stattgefunden 
hat, einfach als Korrektion in Rechnung gebracht. 

Kontrollversuche. Von der Richtigkeit 
denen die oben beschriebene Harnstoffbestimmung 
mich durch folgende Kontrollversuche iiberzeugt: 

a) Aus reinstem Harnstoff wurden mittels einer %proz. Weinsiure- 
lésung verschieden konzentrierte Lésungen hergestellt, und an je 2 ccm 
dieser Lésungen dic Harnstoffbestimmung ausgefiihrt. 
gende Ergebnis dieser Versuche ist aus nachfolgender Tabelle I zu ersehen. 

b) In leem eines Blutserums wurde der Harnstoffgehalt auf die 
beschriebene Weise bestimmt und nun die Bestimmung am selben Serum 
ausgefiihrt, nachdem es vorher mit 1 ecm einer Harnstofflésung von be- 
kannter Konzentration versetzt wurde. Aus den Ergebnissen dieser Ver- 
suche, deren Daten in nachfolgender Tabelle IT zusammengestellt sind, 
ergibt sich eine vorziigliche Ubereinstimmung in dem experimentell er- 
mittelten und dem berechneten Zuwachs des Serums an Harnstoff. 
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Hamocarbamidometer. ddl 


Tabelle I. 





Harnstoft Durch die Bestimmung 


si ~ in den Apparat aus dem Hg-Anstieg mehr (+) oder ; 
Versuchs | Apparats eingefubrt berechnet weniger (—) erhalten 
mg mg lo 
la 5,45 5,54 116 
2 la 5,45 5,43 — 0,3 
3 Za 5,45 5,36 — 1,6 
la 2,7: 2,83 + 3.6 
5 2a 2,73 2,76 + 1,1 
6 2a 0,545 0,515 — 5,5 
¢ | 2a 0,545 0,547 +- 0,3 


Tabelle II. 








Harnstoff Aus dem Hg-Anstieg berechneter 
Nr. ‘ 
nd ” _—™ superponiert Gesamtharnstoff oy 
mg mg mg mg 
1 0,676 2,73 3,390 2,72 
2 1,358 2,88 4.195 2,84 
3 0,278 3,10 3,288 3.01 
4 0,555 3,65 4,114 3,56 
5 0,446 3,65 4,131 3,69 
6 0,256 3,65 3,874 3,62 
7 1,202 3,65 4.816 3,61 
8 0,993 3.65 4.617 3,62 


ec) Endlich habe ich 50 cem Serum nach der Folin-Denisschen Methode 
mittels der zehnfachen Menge Methylalkohol enteiweiSt, filtriert, die 
Halfte des Filtrats, die genau 25cem Serum entsprach, bei Zimmer- 
temperatur durch einen kriiftigen Luftstrom so weit eingeengt, bis er von 
Methylalkohol befreit war, den Rest in einen kalibrierten MeBkolben von 
25cem Fassungsraum iiberfiihrt, mit destilliertem Wasser auf 25 cem 
aufgefiillt und an 1 cem dieser Lésung, die 1 cem des urspriinglichen Serums 
entsprach, die Harnstoffbestimmung ausgefiihrt. Gleichzeitig wurden auch 
in 1 cem des urspriinglichen Serums der Harnstoff bestimmt und die nach 
beiden Methoden erhaltenen Werte verglichen. Wie aus Tabelle IIL zu 
ersehen, stimmen die Werte auch hier gut bzw. vorziiglich tiberein. 


Tabelle III. 





In 1 com des Serums gefundener Harnstoff 


Nr. 
des 3 az S saitiiasilbaen Goeai 
Veveuchs am nativen Serum am enteiweif}ten Serum 
mg mg 
1 1,202 1,176 
2 0,993 0,987 


Kalibrierung des Apparats. Um an einem Apparat das ein fiir allemal 
giiltige Kaliber feststellen und es zur Berechnung des Harnstoffs verwenden 
zu kénnen, muB in der Hohlkugel stets dieselbe Menge Quecksilber ent- 
halten, und zwar so bemessen sein, daB das Quecksilberniveau im langeren 
Schenkel des Apparats mit dem Nullpunkt der Skala annihernd genau 
zusammenfalle. Die Kalibrierung erfolgt, wie seinerzeit am urspriinglichen 
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Modell beschrieben wurde, so, daB je 2ccm verschieden konzentrierter, 
frisch bereiteter Losungen von Natriumcarbonat (aus chemisch reinstem 
Natriumhydrocarbonat angefertigt) in der geschlossenen Hohlkugel mit 
Schwefelsiure, wie zuvor beschrieben, zersetzt werden. Die Konzen- 
tration der verwendeten Lésungen mu8 natiirlich genauestens bekannt 
sein. Man notiert die Quecksilbersteighéhen, die den verschiedenen Mengen 
in Freiheit gesetzter Kohlensiure bzw. den hieraus berechneten Harnstoff- 
mengen entsprechen, berechnet sodann, welche Mengen der in Freiheit 
gesetzten Kohlensaure bzw. des Harnstoffs es sind, die einen Anstieg des 
Quecksilbers um 1 mm veranlassen. Der Mittelwert aller an einem Apparat 
so erhobenen Werte ist das Kaliber des Apparats. Nachstehend seien die 
Daten angefiihrt, aus denen das Kaliber einiger von mir verwendeter 
Apparate berechnet wurde. 


Tabelle IV. 





] , tea In Freiheit gesetzter ed States 
Nr. C Oz, in Freiheit “3 , Imm Hg:-Steighohe 
: ee COs in Harnstoff Hg-Anstieg 4 . 
Ke oll gesetzt umgerechnet 6 6 entspr.cht Harastoft 
mg mg mn mi 
la 0,417 0,569 18,4 0,0309 
0,833 1,138 37,2 6.0306 
2.084 2,844 93,7 0.0304 
4,167 5,688 186,7 0.03805 
Mittelwert 0.0306 
2a 0.417 0,569 19.5 0.0294 
0833 1,138 38.4 00296 ° 
2,084 2,844 96,3 0.0295 
4,167 5,688 195,1 0.0292 
Mittelwert 0.0294 
1 0,643 0,876 27,8 00315 
1,286 1,753 53,6 0.0327 
2,571 3,588 105,6 0.0332 
3,870 5,278 164.5 0.0331 
5,160 7,036 212.8 6,033 1 
Mittelwert 0.0325 
2 0,643 0,876 25,1 6.0338 
1,286 1,75: §2,1 0.0337 
2,571 3,588 100.8 0.0348 
3,870 5,278 160.8 0,0328 
5,160 7,036 208,9 0.0337 


Mittelwert 0.0338 


Reinigung des Apparats. Da durch die von einem vorangehenden 
Versuch herriihrende Schwefelsiurespuren die Ureasewirkung gehemmt 
oder zum mindesten . beeintrichtigt werden kénnte, wird nach beendetem 
Versuch der iiber dem Quecksilber befindliche Raum in der Hohlkugel 
durch einen kriftigen Wasserstrahl so lange gespiilt, bis das abflieBende 
Wasser durch Methylorange nicht mehr rot gefairbt wird. Reste der Urease, 
die sich in Form kleiner Kriimelchen zwischen Quecksilber und Innenwand 
der Hohlkugel oft hartnaickig festhaken, werden mit einer Federfahne 
entfernt. 
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‘ber den Uhergang des Athylalkohols 
in die Milch stillender Frauen. 


i 


Von 


John Olow. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut Lund.) 
(Eingegangen am 9. Oktober 1922. 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem verdffentlichte ich in dieser Zeitschrift!) die Resultate 
einer Untersuchung iiber den Ubergang des Athylalkohols von Mutter 
zu Frucht, welche ich mit der Mikromethode von Widmark ausgefiihrt 
hatte. Mir dieselbe vorziigliche Methode zunutze machend, habe ich 
die Frage vom Ubergang des Alkohols in die Milch in Angriff genommen 
und eine Reihe von Analysen an entbundenen Frauen ausgefiihrt. 

Auch auf diese Frage ist Nicloux in seiner friiher erwihnten Arbeit 
(Recherches expérimentales sur l’élimination de lalcool dans l’orga- 
nisme, Paris 1900) eingegangen. In vier Tierversuchen und fiinf Ver- 
suchen an stillenden Frauen wurden insgesamt 47 Bestimmungen an 
der Milch ausgefiihrt, welche ergaben, da8 sowohl bei gréBeren (Tier- 
versuche) wie bei kleineren (Versuche an Frauen) Dosen der Alkohol 
in der Milch nachzuweisen war, bei den gréBeren Gaben noch nach 
vielen (etwa 8) Stunden, bei den kleineren etwa 2 Stunden nach der 
Kingabe. In drei der Tierversuche wurden vergleichende Bestimmungen 
der Alkoholkonzentration im Blute ausgefiihrt: in einem Falle, wo cic 
Milchdriise noch nicht in voller Funktion war, zeigte das Blut eine 
bedeutend héhere Konzentration wie die Milch, in den beiden anderen, 
wo das Stillen in vollem Gange war, erreichten die Milchproben beinahe 
die Konzentration der Blutproben. 


1) Diese Zeitschr. 134, 407, 1922. 
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Schon diese iilteren Versuche von Nicloux, wie auch unsere durch 
spiitere Erfahrungen gewonnene Auffassung von der Fihigkeit des 
Alkohols, sich durch bloBe Diffusion auf die Gewebe und Fliissigkeiten 
des K6rpers zu verteilen, sprechen dafiir, dafs der Alkohol auch in die 
Milch durch Diffusion, nicht durch Sekretion iibergeht. 

Um dies zu konstatieren, und um den feineren Verlauf der Diffusion 
zwischen Blut und Milch kennen zu lernen, habe ich, wie erwihnt. 
mit der Mikromethode von Widmark eine Anzahl von Serienunter- 
suchungen in folgender Weise ausgefiihrt: 

Stillenden Frauen wurde niichtern 20g absoluter Alkohol in der 
friiher angegebenen (!. c., 8. 411) Verdiinnung eingegeben. Mit gleichen, 
aber in den verschiedenen Fillen verschiedenen Zwischenriumen 
wurden parallele Proben von der Milch und vom Kapillarblut auf- 
genommen und nach der frither beschriebenen Methodik analysiert. 

Da wir den Ubergang des Alkohols aus dem Blute in die Milch 
untersuchen wollen, begegnen uns in gewisser Hinsicht die gleichen 
Versuchsbedingungen, welche uns von dem klassischen Problem der 
Elimination der Kohlensiure durch die Lungen bekannt sind. Wie 
wir die Diffusion der Kohlensiure aus dem Blute nur in der Weise 
studieren kénnen, dafi wir durch tiefe Exspirationen die in den gréberen 
Luftwegen stehende Atmungsluft austreiben und somit die im intimsten 
Kontakt mit dem Blute stehende Alveolarluft zur Analyse erhalten, 
so miissen auch in dem vorliegenden Problem die Diffusionsverhaltnisse 
nicht auf der Milch, welche eventuell in den gréberen Milchgingen 
steht, sondern auf der Alveolarmilch untersucht werden. 

Um dariiber AufschluB zu erhalten, welche Quantitat Milch er- 
forderlich wire, um das ,,schidliche Raum‘: der Milchdriise auszu- 
spiilen, wie viel also ausgesaugt werden miiBte, um Alveolarmilch, oder 
wenigstens dieser hinsichtlich der Diffusion gleichkommende Milch zu 
erhalten, wurde der folgende Versuch ausgefiihrt : 

Versuch 1. Erstgebirende. Gewicht 57,6kg. 8 Tage nach der Geburt. 
Um 7 Uhr morgens Alkoholeingabe. Von 8 Uhr 40 Minuten ab werden, 


ohne vorheriges Aussaugen, in schneller Folge folgende Proben auf- 
genommen. 





Gewicht Alkohol-« Gewicht Alkohol- 





Nr. der Proben konzentration Nr. der Proben konzentration 
mg "00, mg "lo 

] 64 0,415 9 72 0,306 

2 105 0,603 10 75 0,490 

3 75 0,407 1] 65 0,226 

4 127 0,560 12 75 0,332 

5 70 0,573 l: 119 0,318 

6 56 0,817 14 94 0,324 

7 55 0,442 15 67 0,284 

8 92 0,276 16 92 0.313 
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Die elf ersten Proben weisen durchschnittlich eine héhere Alkohol- 
konzentration wie die spiiteren auf, was dadurch erklart wird, dai 
die Alkoholkonzentration des Blutes wiaihrend des Versuchs im Fallen 
war. Sie weisen aber auch héchst bedeutende Schwankungen auf 
was in der Weise erklart werden mub, da} bei der Aufnahme der Proben 
die in den auBeren Milchgiingen stehende Milch mit Alveolarmilch 
mehr oder weniger vermischt wurde. Erst von der zwélften Probe ab 
héren diese Schwankungen auf, und die Konzentration zeigt danach 
nur ein stetes langsames Sinken. 

Die elf ersten Proben enthalten aber zusammen 856 mg, also 
weniger als 1 cem, da das spezifische Gewicht der Milch etwa 1,03 ist. 

Der Versuch zeigt also, dafi die Quantitat Milch, welche sich in 
den iuBeren Teilen der Driise befindet, welche schon sezerniert ist und 
zu welcher somit der Alkohol nur langsam dringt, sehr gering ist und 
jedenfalls 1 eem nicht iiberschreitet. 

Der folgende Versuch, in welchem vier Proben aus jeder Brust 
nach Aussaugen von | bzw. 2cem Milch aufgenommen wurden, be- 
stiitigt diesen Schlub. 

Versuch 2. Erstgebarende. Gewicht 59,6 kg. 13 Tage nach der Geburt. 
Um 7 Uhr 15 Minuten morgens Alkoholeingabe. Um 8 Uhr 13 Minuten, 
nach Aussaugen von | ecm Milch, wurden folgende Proben aufgenommen: 





Gewicht Alkohol- 
der Proben konzentration Durchschnitt 
mg Mtr 
89 0,381 
D4 0.356 
, 3 

80 0,395 pea 
65 0,400 


Um 8 Uhr 30 Minuten 
nach Aussaugen von 2cem Milch aus der anderen Brust: 


68 0.341 

66 0'368 
15 0.316 0,34 
95 0333 


Die beiden Reihen weisen somit dieselbe Konstanz der Werte auf, 
woraus der Schluf berechtigt wird, daS ein Aussaugen von 1 ccm 
Milch geniigt, um konstante Werte zu erhalten. Im folgenden habe 
ich also vor der Aufnahme jeder Milchprobe durch Aussaugen mit der 
Milchpumpe diese Quantitiéit aus der Brust entleert. 


Nach diesen einleitenden Untersuchungen folgen dann die eigent- 
lichen Versuche, welche den Verlauf der Diffusion zwischen Blut und 


Mileh zu eruieren suchen. Sie werden in extenso wiedergegeben. 
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Versuch 


; 3 
i (Abb. 2, links) 








9 
(Abb. 1, links) 
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(Abb. 2, rechts) 
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(Abb. 1, rechts) 
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Ich ziehe aus diesen Versuchen folgende 


Schliisse. 
A. Beziiglich des Blutes. 

1. Schon einige Minuten nach der Eingabe in den leeren Magen 
von 20g Alkohol ist dieser im Blute nachzuweisen in einer Konzen- 
tration, welche recht betrachtlich ist (z. B. in meinem Versuch 3 0,34°/o, 
nach 3 Minuten, 0,61°/g) nach 10 Minuten; in Versuch 5 0,55°/o) nach 
15 Minuten, in Versuch 6 0,33°/9, nach 15 Minuten usw.). 

2. Das Maximum der Konzentration wird im Blute meistens 
nach 30 Minuten (Versuch 4, 7, 10, 11, 12, 13, 14), zuweilen ein wenig 
friiher (20 Minuten Versuch 3, 8, 25 Minuten Versuch 9) oder spiter 
(45 Minuten Versuch 5, 6) erreicht. Zu bemerken ist jedoch, daB die 
Genauigkeit der Bestimmung des Maximums in den verschiedenen 
Fallen wegen der ungleichen Zwischenriume zwischen den Proben 
nicht ganz gleich ist. 

3. Nachdem das Maximum erreicht ist, sinkt die Alkoholkonzen- 
tration im Blute allmahlich; in einigen Fallen nihert sie sich nach 
etwa 2 bis 24% Stunden der Norm (0,02 bis 0,03°/5,); in einem Falle 
war sie beim Abbrechen des Versuchs nach dieser Zeit noch iiber- 
raschend hoch (Versuch 15 0,47°/,, nach 21, Stunden). 


B. Beziiglich der Milch. 

4. Wie im Blute ist auch in der Milch stillender Frauen der Alkohol 
schon wenige Minuten nach der Eingabe nachzuweisen (z. B. Versuch 3 
in einer Konzentration von 0,19°/5, nach 5 Minuten). 

5. Das Maximum der Alkoholkonzentration der Milch fallt un- 
gleicher ab, wie das des Blutes, am hiaufigsten freilich wie im Blute, 30 Mi- 
nuten nach der Eingabe, oft aber friiher oder spater, zwischen 20 und 
45 Minuten, zuweilen noch spiter, nach einer Stunde oder mehr (Ver- 
such 5, 6, 11), niemals aber friiher als im Blute. Beziiglich der Ge- 
nauigkeit der Bestimmung des Maximums s. oben unter 2. 

6. Das Maximum der Alkoholkonzentration der Milch liegt un- 
gefahr bei derselben Hohe wie das des Blutes, zuweilen sogar ein wenig 
héher; nur in einem Falle (Versuch 11) bedeutend niedriger (Abb. 2, 
rechts). 

7. Nachdem das Maximum erreicht ist, fallt die Kurve fiir Milch 
wie die fir Blut allmahlich und verliuft meistens dieser parallel; 
das bewcist, da’ vollstindiges oder fast vollstindiges Gleich- 
gewicht der Diffusion eingetreten ist. AuBer durch die Versuchs- 
protokolle wird dieses Verhalten durch Abb. 1 beleuchtet. 
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Die kolorimetrische und pharmakologische Auswertung 
des Adrenalingehalts der Nebennieren. 


Von 
Bernhard Frowein. 
(Aus dem Institut fiir Pharmakologie der Universitit Rostock.) 
(Eingegangen am 12. Oktober 1922.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Seit der Einfithrung der kolorimetrischen Adrenalinbestimmung 
mit Phosphorwolframsiure durch Folin, Cannon und Denis!) werden 
die Bestimmungen des Adrenalingehalts der Nebennieren fast durchweg 
nicht mehr mit pharmakologischen Auswertungsverfahren, sondern mit 
Folins kolorimetrischer Methode ausgefiihrt. Die vorliegende Arbeit 
soll die Frage kliren, inwieweit die Folinsche Methode geeignet ist, 
die pharmakologischen Verfahren zu ersetzen. In der Literatur finden 
sich einander widersprechende Angaben. Auf der einen Seite behaupten 
Folin, Cannon und Denis, daB sie bei der Auswertung von Neben- 
nierenextrakten mit ihrem kolorimetrischen Verfahren jeweils die 
gleichen Adrenalinmengen erhielten, wie sie auch im Blutdruck auf- 
gefunden wurden. Folgende Tabelle gibt die von den genannten Autoren 
gefundenen Werte an: 





Nr Kolorimetrisch Blutdruck 
‘ mg mg 
1 46; 5,2 5.0; 5,0 
2 6,1; 5,6 6.2: 5.6 
3 5,2; 5,0 5.0; 5 
22. 23 2.3: 25 
5 35,0 37.5 


Hiernach wire die Ubereinstimmung eine ausgezeichnete, und da 
die Folinsche Reaktion auBerordentlich viel einfacher durchzufithren 
ist wie die pharmakologische Priifung, kénnte die Frage der Adrenalin- 


1) O. Folin, W. Cannon und W. Denis, Journ. of biol. chem. 18, 477, 
1912/13. 
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auswertung von Nebennieren endgiiltig zugunsten der genannten 
kolorimetrischen Methode entschieden erscheinen. Fine zweite Serie 
vergleichender Bestimmungen des Adrenalingehalts der Nebennieren 
mit der Folinschen Methode und im Blutdruckversuch wurde von 
Lewis+) durchgefiihrt, dessen Ergebnisse weichen aber stark von denen 
der erstgenannten Autoren ab. Lewis erhielt in zwei Versuchen bei 
der kolorimetrischen Bestimmung wesentlich héhere Werte als im 
Blutdruckversuch, wie aus folgenden Zahlen ersichtlich ist. 


saeaenoe as 


ReneS te Mcanbe Pete 





Nr. | Kolorimetrisch Blutdruck 

mg mg 
1 0,06 0,045 (= 33°/, mehr) 
2 0,12 0087(=44, ,, ) 


Die Differenzen iiberschreiten zweifellos die erlaubte Fehlerbreite. 

Nach Beobachtungen, die kiirzlich Maiweg?) mitgeteilt hat, ist 
nun anzunehmen, da jedem kolorimetrischen Nachweis des Adrenalins 
der Nebennieren prinzipielle Fehler anhaften. Maiweg zeigte, daB die 
Zersetzungsprodukte des Adrenalins wie auch die Substanzen, die als 
Vorstufen des Adrenalins in Frage kommen k6nnen, sich in ihrer kolori- 
ok metrischen Wirksamkeit anders wie im pharmakologischen Versuch 
| verhalten. So nimmt mit allmahlich zunehmender Oxydation einer 
Adrenalinlésung die Blutdruckwirksamkeit derselben viel rascher ab 
als ihre kolorimetrische Wirksamkeit. Es sind also Zersetzungsprodukte 
El des Adrenalins kolorimetrisch relativ viel wirksamer als pharma- 
: kologisch. Unter den Vorstufen des Adrenalins, tiber die genaues 
bekanntlich nicht feststeht, kénnten Brenzcatechinaminosauren, z. B. 
das Dioxyphenylalanin, eine Rolle spielen. Wir werden mit dem Ana- 
logieschluB nicht fehlgehen, daB derartige Adrenalinvorstufen pharma- 














kologisch unwirksam sind — fiir Dioxyphenylalanin ist es nach- 
; te gewiesen —, wahrend sie die kolorimetrischen Reaktionen noch geben 
ba} miissen, da diese nicht spezifische Adrenalinreaktionen, sondern meist 
fae allgemeine Brenzcatechinreaktionen sind. 
€ st Hieraus folgt also, daB wir mit den kolorimetrischen Methoden 
i nicht den richtigen Gehalt von Adrenalin erhalten, wenn in den Neben- 
q nieren unter normalen oder pathologischen Bedingungen Zersetzungs- 
a4 
Gy 


i i produkte oder nennenswerte Mengen von Vorstufen des Adrenalins 
| vorhanden sind. Besonders bei klinischen Untersuchungen sind wohl 
ausnahmslos Zersetzungsprodukte des Adrenalins im Nebennierenmark 
vorhanden, denn die rasche Oxydation des Adrenalins in den Neben- 
nieren' nach dem Tode ist von vielen Seiten immer wieder bestatigt 


1) J. H. Lewis, Journ. of biol. Chem. 24, 477, 1912/1387 4 77G 
*) H. Maiweg, diese Zeitschr. 184, 292, 1922. 
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fen worden. Ich erwahne hier nur £lliott!), der in Blutdruckversuchen 
rie nachwies, daB Nebennieren beim Lagern auBerhalb des Kérpers bei 
en 17° innerhalb 6 Stunden 30 °% ihres Adrenalingehalts verloren. Zweifellos 
‘on wird also die kolorimetrische Auswertung der bei der Sektion gewonnenen 
en Nebennieren zu hohe Werte liefern. 

ei Ob im Nebennierenmark Adrenalinvorstufen vom Brenzcatechin- 
im charakter vorhanden sind, ist ganz unbekannt. Aber ihre Anwesenheit 


erscheint wahrscheinlich, so daB hier eine zweite Fehlerquelle, die 
bei kolorimetrischen Messungen einen zu hohen Adrenalingehalt gibt, 
vorliegen diirfte. 

In einigen Versuchen wurden Nebennieren von Kaninchen, bei 
denen der Zuckerstich ausgefiihrt worden war, verarbeitet. Da eine 
Reihe von Stunden seit dem Zuckerstich verflossen waren, hatten 
diese Nebennieren den gréBten Teil ihres Adrenalingehalts verloren. 


r Es erschien mir von Interesse zu sein, festzustellen, wie stark die Adre- 
. nalinarmut der Nebennieren die Ergebnisse der kolorimetrischen Methode 
ag von denen der Blutdruckmethode abweichen laBt. Es ist schon durch 
* Lewis darauf hingewiesen worden, da die Folinsche Reaktion fiir die 
i Auswertung adrenalinarmer Nebennieren ungeeignet ist, da auch bei 
4 vélligem Mangel von Adrenalin (z. B. in embryonalen Nebennieren) 
P eine Reduktion der Phosphorwolframsiure eintritt. Lewis nimmt an, : 
r daB es die Harnsiiure der Nebenniere ist, die den positiven Ausfall 
b der Reaktion bedingt. Fiir die Auswertung von Nebennieren mit 
, normalem Adrenalingehalt dirfte der Harnsiurefehler iibrigens keine 
S Bedeutung haben. In einigen Analysen fand ich pro Gramm Neben- ‘i 
. niere 0,03 bis 0,05 mg Harnsiure. Das Vermégen der Harnsiure, ; 
, Phosphorwolframsiure zu reduzieren, betrigt nur 1, der Reduktions- 
; kraft des Adrenalins. Die genannten Mengen sind also kolorimetrisch 
. 0,01 bis 0,017 mg Adrenalin aquivalent. Da durchschnittlich etwa 
; 1,0 mg Adrenalin auf 1g Nebenniere entfillt, spielt, wie man sieht, 
der Harnsiurefehler eine unbedeutende Rolle. 
{ 
Methoden, 

Die verarbeiteten Nebennieren entstammen geschlachteten Rindern 

und Schweinen, sowie Kaninchen, die mdglichst rasch nach dem Tode 

des Tieres — spiitestens nach 2 Stunden — fettfrei pripariert, zerkleinert 
und mit Sand zerrieben wurden. Zu der Verreibung wurde n/10 HCl zu- 

gefiigt — meist im Verhiltnis 1: 10. Auf je 7,5 cem der Salzsiure wurden 


22cem destilliertes Wassor hinzugegeben und nach einem einmaligen 
Aufkochen je 2,5cem 10proz. Natriumacetatlésung; nach nochmaligem 
Aufkochen und folgendem Abkiihlen wurde filtriert. Das Filtrat war fast 
ganz eiweiBfrei (nur geringe Triibungen bei Sulfosalicylsiure). Zur Haltbar- 
machung wurden einige Tropfen verdiinnter Salzsiure bis zur sauren 


1) T. R. Elliot, Journ. of Physiol. 44, 374, 1912. 
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Reaktion gegen Kongorot zugesetzt und der fertige Extrakt in sterilen 
Flaschen aufgehoben. 

Bei der Ausfiihrung der Folinschen Reaktion habe ich mich an die 
Angaben von Folin, Cannon und Denis gehalten, nur wurden die Extrakte 
nicht mit Harnsiurelésungen, sondern mit Lésungen von Suprareninum 
hydrochloricum syntheticum (Héchst) verglichen. Bei der Auswertung 
im Blutdruckversuch wurde stets das Adrenalin aus der gleichen Flasche 
genommen wie bei der kolorimetrischen Bestimmung. Die Lésungen 
wurden im Duboscqschen Kolorimeter auf ihre Farbstarke verglichen. 
Bei Parallelversuchen erhielt ich sehr gut miteinander tibereinstimmende 
Ergebnisse. 

Bei der Auswertung einer adrenalinhaltigen Lésung im Blutdruck- 
versuch hiingt die Genauigkeit der Ergebnisse hauptsichlich davon ab, 
das am Riickenmarkstier gearbeitet wird. Es ist fiir exakte Bestimmungen 
unbedingt notwendig, daB, dem Vorgange Elliotis folgend, das Zentral- 
nervensystem ausgeschaltet wird. Elliot empfiehlt die Durchtrennung des 
Riickenmarks in der Héhe des vierten Dorsalwirbels. Der Blutdruck sinkt 
dann auf 40 bis 50mm Hg ab und reagiert nach Vagusdurchtrennung 
(oder besser) nach Atropininjektion auf Adrenalin mit erstaunlich gleich- 
miGBigen Steigerungen. 

Bei einem Teil der Versuche habe ich nach einem Vorschlag von 
Prof. T'rendelenburg die GefaiBzentren der Medulla oblongata durch Novo- 
kain ausgeschaltet. Nach Freilegung und Spaltung der Membrana atlanto- 
occipitalis wurde etwa 0,5 ccm einer 10proz. Novokainlésung in das ver- 
langerte Mark und in das obere Halsmark eingespritzt. Wie aus der Abb. | 
za erkennen ist, sinkt sofort nach der Injektion der Blutdruck ab und 
erreicht nach etwa 2 Minuten den Wert von 30 bis 35 mm Hg, den er dann 





Abb. 1. 
Auswertung eines Nebennierenextraktes im Blutdruckversuch (Kaninchen). Bei > Injektion 
von etwa !|)ccm 10°), Novokain in das verlangerte Mark und obere Halsmark. Der Druck sinkt 
rasch auf 35mm Hg. Injcktionen von Adrenalin 0,010 bis 0,004mg, dazwischen von I ccm des 
dreifach verdiinnten Auszugs. (1 ccm Extrakt 1:3 = 0,007 mg; 1 ccm Extrakt = 0,021 mg Adrenalin.) 


langere Zeit beibehilt. Da die Atmung nach der Novokaineinspritzung 
gelihmt ist, wird Sauerstoff in die Luftréhre eingeblasen. Da bei diesem 
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len Verfahren sehr genaue Auswertungen méglich sind, lehrt die Abb. 1. Man 
beachte, wie die fiinf Extrakteinspritzungen fast ganz die gleichen Blut- 


die drucksteigerungen verursachen (extreme Werte 75 und 78mm Hg). Fiir 
<te derartige Blutdruckauswertuagen eignen sich am besten Katze und Hund, 
im doch habe ich auch im Versuch an Kaninchen durcheus brauchbare Er- 
ng gebnisse erhalten. 

he 

en 

ni. Ergebnisse. 

de l. Nebennieren mit normalem Adrenalingehalt. 


Sechs Nebennieren, drei vom Rind, cine vom Schwein und zwei vom 





k- ll sie i aes : 
"4 Kaninchen wurden modglichst sofort nach dem Tode verarbeitet, sie hatten 
- also wohl annahernd normalen Gehalt an Adrenalin. 
iI - cialiaa as : 
a 1 com Extrakt enthalt Adrenalin ig Hibcanicre enthalt 
. es Adrenalin 
- pte a ogy Blutdruckversuch (Blutdruckversuch) 
ig mg mg mg 
l- 
7 Ried i. oe 0,105 0,083 0,41 
a q Rind 2° Gea 0,042 0,022 0.35 
~ (Abb. 1) 0,042 0,021 sf 
)- Rind 3S 2 feo 0,120 0,057 0,89 
‘ (Abb. 2). 
| Schwein. .... 0,118 0,089 2.0 
Kaninchen 1. . . 0,007 bis 0,0085 0,0046 0,77 
Kaninchen 2. . . 0,02 ,, 0,025 0,0064 0,55 








Abb. 2. 
Auswertung von Nebennierenextrakt Rind 3. 1 com Extrakt 1:10 == 1 cem Adrenalin 1: 175000 
Nach dem Ausfall der Folinschen Reaktion hatte 1ccm Extrakt 1:10 wie lccm Adrenalin 
1:83000 wirken missen! 





fin Blick auf die zwei Tabellen lehrt, daB die kolorimetrische 
Auswertung von Nebennierenextrakten ausnahmslos erheblich héhere 
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2. Nebennieren mit herahgesetztem Adrenalingehalt. 


Vier Nebennieren von Zuckerstichkaninchen. 





om E» snthalt Adrenal. ' ’ a 
1 com Extrakt entha renal.n 1 g Nebenniere enthilt 


Adrenalin 


kolorimetrisch Blutdruckversuch (Blutdruckversuch) 


nach Folin 
mg mg mg 


Kaninchen 1... 0,023 6,0080 0,22 
Kaninchen 2... 0,011 0,0050 0,14 
Kaninchen 3... 0.024 0,0080 0,20 
Kaninchen4. . . 0,021 0,0040 0,12 
( Abb. 3) 


Abb. 3- 

Auswertung von Nebennierenextrakt Zuckerstichkaninchen 4. 
1 com Extrakt 1:2 = 1 ccm Adrenalin 1:500000, Nach dem Ausfall 
der Folinschen Reaktion hatte 1 com Extrakt 1:2 wie 1 com Adre- 

nalin 1.96000 wirken miissen! 


Werte gibt als der Blutdruckversuch. In den sieben Versuchen mit 
normalen Nebennieren ergab die kolorimetrische Auswertung 127 bis 
312% des im Blutdruckversuch erhaltenen Wertes. In den vier Ver- 
suchen von Zuckerstichkaninchen waren die Differenzen meist noch 
groBer, der kolorimetrische Wert betrug 220 bis 525° des im Blut- 
druckversuch gefundenen Wertes. Es kann hiernach kein Zweifel 
sein, da das Folinsche Verfahren vollkommen unzuverlissige Ergeb- 
nisse liefert. Es sind offenbar in den Nebennieren erhebliche Mengen von 
Substanzen vorhanden, die sich gegen Phosphorwolframsiaure wie Adre- 
nalin verhalten, ohne entsprechende Blutdruckwirksamkeit zu besitzen. 


AuBer der Folinschen Methode sind noch eine ganze Reihe von 
kolorimetrischen Verfahren zum Adrenalinnachweis ausgearbeitet, die 
meist auf der Uberfiihrung des Adrenalins durch Oxydation in rote 
Farbstoffe beruhen. Diese kolorimetrischen Methoden, wie die Comes- 
satlische Reaktion, die Reaktion von Fraenkel-Allers oder die Ewinssche 





Kolorimetr. u. pharmakolog. Auswertung des Adrenalingehalts usw. 565 


Reaktion sind nicht selten zur Auswertung von Nebennierenextrakten 
verwendet worden. Es wire denkbar, da bei ihnen die Ubereinstimmung 
mit dem pharmakologisch ermittelten Adrenalingehalt eine bessere ist. 
DaB die Oxydationsmethoden die wahren Werte liefern, halte ich aber 
fiir sehr unwahrscheinlich. Maiweg zeigte, daB die pharmakologisch 
unwirksame Brenzcatechinaminosaure, das Dioxyphenylalanin, bei der 
Kinwirkung von Sublimat auf seine wasserigen Lésungen in rot- bzw. 
orangegefarbte Substanzen iibergeht. In einigen Versuchen habe ich 
mich davon iiberzeugt, da Nebennierenextrakte, die nach Comessatti 
ausgewertet wurden, eine wesentlich kraftigere Rotfarbung lieferten, 
als nach ihrem im Blutdruckversuch genau festgestellten Adrenalin- 
gehalt zu erwarten war. 

Solange also nicht der Nachweis erbracht ist, daB eine der kolori- 
metrischen Methoden bei der Auswertung von Nebennierenextrakten 
wirklich die richtigen Adrenalinwerte liefert, ist zu verlangen, dal 
alle Messungen mit pharmakologischen Methoden durchzufiihren sind. 
Zweifellos ist der Blutdruckversuch die Methode der Wahl, da mit 
den anderen pharmakologischen Methoden nicht derart scharfe Aus- 
wertungen méglich sind. 

Bei der auBerordentlich groBen Fehlerbreite der Folinschen Me- 
thode — kann sie doch selbst bei Nebennieren, die normalen Adrenalin- 
gehalt besitzen, mehr als dreimal soviel Adrenalin anzeigen! — kénnen 
natiirlich aus den mit ihr erhaltenen Ergebnissen keine bindenden 
Schliisse gezogen werden. Sehr viele Angaben iiber den EinfluB ver- 
schiedener experimenteller Eingriffe oder von Erkrankungen auf den 
Adrenalingehalt der Nebennieren bediirfen der Nachpriifung, da sie 
lediglich auf Bestimmungen nach der Folinschen Methode beruhen. 
Besonders gering diirfte der Wert der kolorimetrischen Auswertungen 
klinischen Materials sein, denn neben dem Fehler der Methode an sich 
kommen hierbei noch weitere Punkte in Betracht, die die Brauchbarkeit 
der erhaltenen Werte beeintriichtigen. Wenn niimlich die Nebennieren 
nicht sehr bald nach dem Tode entnommen wurden. wird der post- 
mortale Abbau des Adrenalins zu starken Adrenalinverlusten fiihren 
kénnen. Aber nicht nur die Zeit wird fiir die GréBe des Verlustes be- 
stimmend sein, sondern besonders auch die Temperatur. Wahrend 
bei 17°, wie oben ausgefiihrt, ein rascher Adrenalinverlust zu beob- 
achten ist — der Kinflu8 héherer Temperaturen ist nicht unter- 
sucht, aber zweifellos wird er ein noch viel starkerer sein —, ver- 
lieren die Nebennieren bei 0° nur sehr langsam ihr Adrenalin. Mar 
wird gut daran tun, in Zukunft diese methodischen Tatsachen mehr 
zu beachten und nicht, wie es so oft geschieht, jeden abnormen Adre 
nalinbefund mit der vor dem Tode bestandenen Krankheit in Be- 
zichung setzen. 

Biochemische Zeitschrift Band 134. 37 
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Zusammenfassung. 

Es wurden Extrakte von normalen Nebennieren und von adrenalin- 
armen Nebennieren (Zuckerstichkaninchen) mit der Folinschen kolori- 
metrischen Methode und im Blutdruckversuch auf ihren Adrenalin- 
gehalt ausgewertet. 

Nach Folin ergaben sich ausnahmslos viel zu hohe Adrenalin- 
werte, diese Methode und wahrscheinlich auch die anderen kolori- 
metrischen Verfahren sind fiir die’ Auswertung von Nebennieren- 
extrakten nicht brauchbar, sie sind durch den Blutdruckversuch zu 
ersetzen. 




















Die Farbstoffanalyse des Harns. 


V. Mitteilung. 
Die Urochromogenausscheidung im gesunden und kranken Organismus. 


Von 
M. Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses 
in Wien.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1922.) 


I. Quantitative Schiitzung des Urochromogens, 


In meinen friiheren Arbeiten habe ich das Urochromogen als einen 
neuen Harnbestandteil beschrieben. Es wurde seine Beziehung zum Uro- 
chrom festgelegt und gezeigt, daB dieses cin Oxydationsprodukt darstellt, 
welches erst aus dem Urochromogen auf dem Wege seiner Umwandlung 
in das Uromelanin sich bildet. Das Urochromogen wurde als der Trager 
der Ehrlichschen Diazoprobe erkannt. Der Nachweis dieses Kérpers, 
der bisher im wesentlichen auf einer leicht beeinfluBbaren Schaumfarbung 
beruhte, wurde auf eine festere Grundlage gestellt. Das Urochromogen 
konnte auf diese Weise schon als physiologischer Harnbestandteil fest- 
gestellt werden. Damit wurde das Problem der Diazoreaktion, welches 
bisher ein ausschlie8lich qualitatives war, zu einem iiberwiegend quanti- 
tativen. 

Obgleich verschiedene Versuche schon unternommen worden waren, 
die Diazoreaktion auszuwerten, so war doch keine Methode befriedigend. 
Solche Bestimmungen muBten vor allem praktisch brauchbare Ergebnisse 
zeitigen. In dieser Beziehung waren aber bloB die ersten Ansiatze vorhanden; 
denn solange man auch nur iiber die grundlegende Frage, ob das Uro- 
chromogen ein physiologischer oder ausschlieBlich pathologischer Harn- 
bestandteil sei, kaum tiber Hypothesen hinausgekommen war, musten alle 
derartigen Versuche des sicheren Fundaments entbehren. Dazu kam, dab 
erst die eingehendere Beschaftigung mit der Frage eine sicherere Differen- 
zierung der Diazoreaktion des Urochromogens von den itibrigen Diazo- 
reaktionen des Harns erméglichte. Erst nachdem in diesem schwierigen 
Gebiet einigermaBen Klarheit geschaffen war, konnte der Versuch unter- 
nommen werden, die Physiologie und Pathologie des Urochromogens aus- 
zubauen. 


Zur Grundlage der quantitativen Schitzung wurde die Diazo- 
reaktion P. Fhrlichs in der von mir angegebenen Modifikation genommen. 
Die Ammonsulfataussalzung erlaubt zahlreiche Kérper auszuschalten, 
welche in die Diazoreaktion stérend eingreifen, sei es durch ihre Eigen- 
firbung oder die ihnen zukommende Diazoreaktion bzw. durch Bindung 
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des Reagens. Andere Diazoreaktion gebende Substanzen, wie z. B. die 
Oxysauren, konnten wegen ihrer minimalen Quantitaét vernachlassigt 
werden. Die Gelbfairbung des Schaumes durch manchmal vorhandene 
freie Phenole wurde als unwesentlich fiir die Beurteilung der Diazo- 
reaktion des Urochromogens erkannt und so mit einer gréBeren Sicher- 
heit als bisher an die Beurteilung der Ausscheidungsverhiltnisse dieses 
Korpers geschritten. 

In dem mir von den Hoéchster Farbwerken zur Verfiigung gestellten 
2-Naphthol-7-Sulfosiure-Na hatte ich eine Substanz, deren Diazo- 
reaktion in einer Lésung 1: 5000 95proz. Alkohols') sich sehr gut 
mit der Diazoreaktion des Urochromogens vergleichen lieB. Lag eine 
stiirkere Diazoreaktion im Ammonsulfatfiltrat vor, so war die quanti- 
tative Beurteilung der Urochromogenausscheidung leicht. Dann muBte 
das Filtrat bloB solange verdiinnt werden, bis eine Diazoreaktion damit 
erhalten wurde, welche in ihrer Intensitat der Vergleichsprobe voll- 
standig entsprach. 

Wire z. B. die Tagesmenge eines Harns 1200 cem, wiirden 25 ccm 
davon mit Ammonsulfat ausgesalzen ein Filtrat von 34 ccm und dieses 
Filtrat bei einer 1'4%maligen Verdiinnung eine der Standardprobe gleiche 


Diazoreaktion ergeben, so wire der in Sulfonaphthol ausgedriickte Diazo- 
1200 .3.34.1 


wert = 2 25. 5000 = 0,488. 

Nicht so einfach gestaltet sich die Schatzung des Urochromogens, 
wenn eine Diazoreaktion von schwicherer Intensitaét vorhanden ist 
als der Standardfliissigkeit entspricht. Dann mu das Ammonsulfat- 
filtrat in eine stiirkere Konzentration gebracht werden. Da Eindampfen 
einer salzgesiattigten Fliissigkeit schwierig ist und auch héhere Tempe- 
raturen vermieden werden sollen, erwies sich die Fallung einer ent- 
sprechenden Quantitit des Ammonsulfatfiltrats mit der doppelten 
Menge 95proz. Alkohols am zweckmaBigsten. Man stellt mit dem 
Ammonsulfatfiltrat des Harns die Diazoprobe in der von mir angege- 
benen Weise an und bildet sich ein beiliufiges Urteil iiber die Stirke 
derselben, wobei man zur Sicherheit lieber eine geringere Stirke an- 
nimmt. Je nach dieser Schatzung werden 50 bis 200 cem dieses Filtrats 
mit der doppelten Menge Alkohol gefillt, nachdem zwei bis fiinf Tropfen 
verdiinnter Schwefelsiure dazukamen. Es wird nach gutem Durch- 
schiitteln filtriert und das Filtrat, welches fast vollstandig frei von 
Ammonsulfat ist, auf einem Wasserbad abgedunstet. Dann wird bis 
zu schwach saurer Reaktion mit einigen Tropfen Lauge versetzt, wenn 
nétig filtriert und die Diazoprobe quantitativ ausgewertet. 

1) 0,1 g der gut pulverisierten Substanz losen sich in 100 cem 95proz. 
Alkohols innerhalb 48 Stunden. Die Lésung wird filtriert und stellt, fiinf- 
fach mit absolutem Alkohol verdiinnt, eine gut haltbare Standardfliissig- 
keit dar. 
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Z. B. 1800 cem Tagesmenge eines normalen Harns. Die Diazoreaktion 
des nativen Harns ergibt eine sehr schwache Orangefarbung. Es ist daher 
ein sehr geringer Urochromogengehalt anzunehmen. 150 cem dieses Harns 
werden mit 120g feinpulverisierten Ammonsulfats verrieben und filtriert. 
Das hierdurch erhaltene Volumen ware 34 x 6 = 204. Eine Diazoprobe 
ergibt nur Gelbfarbung. 180cemdes Ammonsulfatfiltrats werden mit 360 cem 
Alkohol gefallt und das Filtrat bis auf 15 ecem abgedunstet. Diese 15 cem 
wiirden eine der Standardprobe gleiche Reaktion ergeben. 204 cem Aimmon- 
sulfatfiltrat entsprechen 150, daher 180 bzw. 15 cem nach der Abdunstung 
132cem des Ausgangsharns. Der Diazowert = soars Ah 2 = 0,040. 

132. 5000 

Dies wire fiir normale Faille etwa die obere Grenze der zur Konzen- 
tration notwendigen Ausgangsfliissigkeit. Bei einem Diabetes- oder einem 
sehr verdiinnten Harn kame die Verwendung einer gréBeren Menge des 
Ammonsulfatfiltrats oder starkeres Eindampfen in Betracht. 

Je starker die relative Intensitaét der Diazoprobe im Ammonsulfat- 
filtrat ist, eine um so kleinere Quantitat desselben gentigt zur Vornahme 
der Konzentration. In pathologischen Fallen kommt man vielfach mit 
50cem des Ammonsulfatfiltrats,. Ausfillung mit 100 Alkohol und Ab- 
dunsten auf etwa 15 ccm aus. Wie bei einem Harn mit starkem Fiweil- 
gehalt verfahren werden mu, habe ich in einer friitheren Arbeit beschrieben. 


cinfacher gestaltet sich folgendes Verfahren.  Schiittelt man 
40 cem eines Ammonsulfatfiltrats mit 10cem 95proz. Alkohols aus, 
so setzen sich oben etwa 9 ccm Alkohol ab, welche das Urochromogen 
in starkerer Konzentration enthalten. Die quantitative Verfolgung hat 
ergeben, das bei einem Extraktionsverhaltnis von 40:10 im Alkohol 
fast genau so viel Urochromogen enthalten ist wie in der extrahierten 
Fliissigkeit. Es wire somit auf diese Weise méglich, sofort aus dem 
Ammonsulfatfiltrat sich eine starker konzentrierte Lésung herzustellen 
und den Urochromogengehalt zu bestimmen. Dieser pflegt vielfach 
schon in pathologischen Fallen zum Vergleich mit der Standardprobe 
zu geniigen. Wir haben aber auf diese Weise noch die Méglichkeit, 
durch Extraktion eines Multiplums des Ammonsulfatfiltrats eine gréBere 
Quantitat dieses alkoholischen Extrakts zu gewinnen, welches man 
am Wasserbad rasch abdunsten und hierdurch konzentrieren kann. 


Es wiirde z. B. 1800 cem Tagesmenge eines Normalharns vorhanden 
sein. 150cem wurden mit Ammonsulfat wie oben ausgesalzen und vom 
Filtrat gleich 204 cem, 180 mit 45 Alkohol ausgeschiittelt. Hierdurch 
wurden erhalten 40 cem alkoholisches Extrakt. Dieses wurde im Schiittel- 
trichter von der iibrigen Fliissigkeit getrennt und auf 8 cem abgedunstet. 
Die Diazoreaktion in diesen 8 cem ist so stark wie die der Standardprobe. Da 
die extrahierte Flissigkeit ebensoviel Urochromogen enthialt wie das alko- 
holische Extrakt, so entsprechen 2 . 8 16 cem den 180 cem Ammonsulfat- 
. > 1800.8 .2.1 
ti!trat oder 132cem Harn. Der Diazowert ist daher 132 5000 0,040. 

Dieses Verfahren erlaubt. mit einer gréBeren Ersparnis an Zeit 
und Material zu arbeiten und gibt gegeniiber der genaueren Methode 


nur wenig differierende Werte. 
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Il. Die Urochromogenausscheidung unter physiologischen Verhiltnissen, im 
Hunger, in der Narkose und Schwangerschatt. 


Durch die jahrelange Beschiftigung mit der Diazoreaktion war ich, 
lange bevor ein brauchbares Verfahren zu ihrer Schitzung gefunden war, 
zur Uberzeugung gelangt, da®B eine gewisse GesetzmaBigkeit auch beim 
Gesunden hierbei vorliegen miiBte. Dieser GesetzmaBigkeit durch Be- 
stimmung des Urochroms Ausdruck zu verleihen, war wegen des spiiter 
erwiesenen uneinheitlichen Charakters dieses sekundiren Farbstoffs nicht 
modglich. Durch Bestimmung des Urochroms war héchstens in groben 
Ziigen ein Bild von den in Betracht kommenden Verhialtnissen zu erlangen (1). 
Nachdem auf Grund der spiteren Untersuchungen ein Urochrom als selb- 
standiger Farbstoff des Harns nicht exisitert, gehen viele der ihm zuge- 
schriebenen Eigenschaften auf das Urochromogen iiber. Wenn ich hier 
die vom Urochrom geltenden Auffassungen noch in Diskussion ziehe, so 
geschieht dies einmal darum, weil das Urochromogen zum Teil im und als 
Urochrom bestimmt wurde, zum Teil aus geschichtlicher Notwendigkeit. 

Thudichum war in seinen ersten Arbeiten geneigt, den von ihm dar- 
gestellten Farbstoff als Derivat des Blutfarbstoffs zu betrachten, hat aber 
diese Ansicht spiter aufgegeben. Garrod hat wieder eine genetische Be- 
ziehung zwischen Urochrom und Himatin betont. Auch ich war (2) ur- 
spriinglich der Ansicht, daB das Urochromogen ein Derivat des Himo- 
globinstoffwechsels sei, habe aber spiter diese Meinung aufgegeben (3). 
Dombrowski (4) hat als erster sein Urochrom als stickstoff- und schwefel- 
haltige Schlacke des FiweiBstoffwechsels definiert, ohne jedoch Beziehungen 
zur Ehrlichschen Probe zu erwiihnen. 


Wie ich durch meine Arbeiten erwiesen zu haben glaube, sind 
die als Urochrom angesehenen Substanzen, soweit sie einheitlich sind, 


zum Teil schon als sekundire Produkte aufzufassen und aus einem 
Chromogen hervorgegangen, welches in jedem Harn schon physiologisch 
enthalten und wegen der freien H-lonen mit schwach gelber Farbe 
gelést ist. Dieser als Urochromogen von mir bezeichnete Kérper ist der 
Trdger der Ehrlichschen Probe, welche somit schon eine physiologische, 
jedoch im normalen Harn wenig ausgepragte Erscheinung ist. Erst wenn 
das Urochromogen vermehrt ausgeschieden wird, verrit es sich durch 
eine deutliche Rotfirbung mit den Diazoreagenzien. Das Urochromogen 
ist besonders ausgezeichnet durch seine hohe chromogene Tendenz, 
die es befaihigt, rasch durch Sauerstoff, Alkali- und Wiarmewirkung 
in stirker gefiirbte Kérper und schlieBlich in sein sauerstoffgesittigtes 
Endprodukt, das Uromelanin, iiberzugehen. Sowohl die Zusammen- 
setzung des Uromelanins wie die Eigenschaften des Urochromogens 
ergeben, daB es sich bei diesem Koérper um ein organischen Schwefel 
enthaltendes Produkt des EiweiBstoffwechsels handelt. 

Als Ergebnis meiner kolorimetrischen Untersuchungen der Uro- 
chromausscheidung habe ich feststellen kénnen, daB der Urochromwert 
bei einem und demselben Individuum ziemlich konstant ist, daB da 
gegen bei verschiedenen Menschen verschiedene Werte gefunden werden, 
welche aber nur wenig nach oben oder unten um eine gewisse Konstante 
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herum schwanken. Jugendliche Individuen zeigten relativ hohere, 
ailtere und Rekonvaleszenten niedrigere, Tiere mit einem lebhafteren 
Stoffwechsel dagegen héhere’ Werte als der erwachsene Mensch. Uber- 
einstimmend mit Klemperer (5) und Stepp (6) habe ich bei chronischer 
Nephritis haiufig niedrige Urochromwerte gefunden. Einen Einflub 
der Ernihrung auf die Urochromausscheidung habe ich nicht fest- 
stellen kénnen. In _ fieberhaften Krankheiten war die Urochrom- 
ausscheidung erhéht, hier setzte aber schon die Urochromogen- 
bestimmung vielfach ein. 

Die auf anderem Wege vorgenommenen Urochrombestimmungen 
Dombrowskis und seiner Schiiler ergaben eine Ausscheidung von etwa 
1, g pro Tag in der Norm; Steigerung dieses Wertes bis zum Doppelten 
28 | g in n; Steigerung PI 
und dariiber bei Krankheiten, insbesondere bei Typhus. Dombrowski hat 
mit Browinzki (7) zusammen konstatiert, da das Urochrom bei Milch- 
nahrung in geringerer Menge ausgeschieden wird als bei gemischter Nahrung 
und in der gréBten Menge hei reiner Fleischnahrung. Ich selbst habe einige 
Bestimmungen des Urochroms Dombrowskis auf Grund seines Schwefel- 
gehalts vorgenommen, jedoch einen EinfluB krankhafter Zustande nicht 
feststellen kénnen (8). 


In neuerer Zeit hat Pelkan (9) wieder den Versuch zur Loésung 
der Urochromfrage unternommen. 


Er benutzt das von mir angegebene Verfahren zur kolorimetrischen 
Urochrombestimmung und kommt zuniachst zu dem SchluB, da das 
Urochrom nicht allein exogenen Ursprungs sein kann; denn die Farbe des 
Harns bleibt unverindert nach Tagen und Wochen des Fastens. Trotz- 
dem schlieBt er, daB8 eine Beziehung zwischen EiweiBumsatz und Urochrom 
besteht, und meint, daB es vom Fleisch abstammt. Bei einer an Fleisch 
armen Nahrung war die Ausscheidung des Pigments immer herabgesetat. 
Dagegen zeigte das Ansteigen der Proteine nicht die erwartete Pro- 
portionalitat. Diese Tatsache glaubt Pelkan darauf zuriickfiihren zu 
miissen, da der Organismus nur mit einer begrenzten Pigmentmenge 
arbeiten kann. 


Die Untersuchungen Pelkans haben Wert in der Richtung, da 
sie zeigen, daB das, was man bisher als Urochrom betrachtet hat, nicht 
einheitlicher Natur ist, und daB darin méglicherweise auch eine exogene 
Quote enthalten ist. 


Aber der EinfluB einer hohen EiweiBkost auf die sogenannte Urochrom- 
ausschcidung kénnte sich auch darin auBern, da Farbstoffe der Urobilin- 
gruppe, durchstarkere Gallenabsonderung vermehrt, zur Resorption gelangen 
und dadurch einen héheren Urochromwert vortaiuschen. Die Bleiacetat- 
fiillung ist nur ein sehr unvollkommenes Verfahren fiir die Darstellung der 
Urochromfraktion. Hierbei geht ein Teil der Urobilinfarbstoffe in das 
Filtrat iiber und wird dann als Urochrom mitbestimmt. Eine Einheitlich- 
keit des als Echtgelb bestimmten Farbstoffs ist bei diesem Verfahren in 
keiner Weise gewithrleistet. 


tine Ubercinstimmung meiner Ergebnisse mit denen von Dom- 
browski und seiner Schiiler und von Pelkan ist nicht zu erwarten. Denn 
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mit dem Nachweis, dap nicht ein Urochrom, sondern nur ein Urochromogen 
ausgeschieden wird, und daB es keinen normalen gelben Harnfarbstoff 
gibt, erfahrt die ganze Urochromlehre eine zu starke Verschiebung und 
hedarf eines villig neuen Aufbaues. 

Die Urochromogenausscheidung hat mit der Eiwei®zufuhr nichts 
zu tun, weshalb ein Einflu8 der N-Ausscheidung auf die Diazoreaktion 
nicht feststellbar ist. Dies ist eigentlich selbstverstindlich, wenn wir 
sehen, daB diese Reaktion hauptsichlich bei starkem Gewebszerfall 
gefunden wird, daB sie beim Fehlen jeder Nahrungsaufnahme durchaus 
nicht abnimmt und da sie gerade bei abstinenten Geisteskranken. 
also im Hungerzustand, gefunden wird (10). 

Weichen meine tiber die Urochromogenausscheidung beim Gesunden 
gewonnenen Ergebnisse schon in qualitativer Hinsicht von den Befunden 
iiber das Urochrom ab, so ist dies in quantitativer Richtung noch viel 
mehr der Fall. Nach den Angaben der Lehrbiicher der physiologischen 
Chemie wird etwa 4% g Urochrom tiglich ausgeschieden. Nach den Unter- 
suchungen von Klemperer 0,8 bis 2,7 g und nach Dombrowski auch etwa 
0,5 g. Da®B diese Zahlen nur auf sehr unsicherer Grundlage ruhen, diirfte 
aus einer anderen Zahl hervorgehen, welche Pratt (11) in seinem Werke 
.,Der normale Harn‘: angibt. Nach ihm werden Urobilin, Urochrom und 
andere Harnfarbstoffe zusammen in der Menge von 0,080 bis 0,140 pro 
Tag ausgeschieden. Von diesen Farbstoffen kann aber nach meinen Unter- 
suchungen nur ein kleiner Teil auf Urochrom bzw. Urochromogen ent- 
fallen. Die fiir das Urochrom angegebenen Werte sind daher ebenso tiber- 
schatzt wie seine Bedeutung als farbendes Prinzip des Harns. Der Ersatz 
des Begriffs Urochrom durch Urochromogen schafft auch hier véllig ge- 
inderte Verhiltnisse. 

Der Diazowert nach der angegebenen Methode betrigt fiir einen 
gesunden Erwachsenen etwa 0,04 bis 0,08, im Durchschnitt somit 
ungefihr 0,06 pro Tag. Wie ich friiher auseinandergesetzt habe, ent- 
spricht der Diazowert dem hieraus hervorgegangenen Uromelanin 
bzw. wenn kein wesentlicher Unterschied im Molekulargewicht zwischen 
Urochromogen und Uromelanin angenommen wird, auch dem Uro- 
chromogen. Bei einem gesunden Erwachsenen werden daher etwa 
0,04 bis 0,08 Urochromogen ausgeschieden. 

DaB wir fiir das Urochrom so viel héhere Werte angegeben finden, 
erklart sich daraus, daB im Urochrom viel anderes mitbestimmt wurde, 
was nicht zum Urochromogen gehért, und da8 die doch meist auf kolori- 
metrischem Weye vorgenommene Bestimmung schon nicht mehr das 
native, wenig gefiarbte Urochromogen, sondern viel stirker gefirbte Oxy- 
dationsprodukte desselben zur Grundlage hatte. 

In einem Selbstversuch ergab sich bei Fleischkost der gleiche 
Diazowert wie bei einer stickstoffarmen Diat, so dab, wie schon betont, 
das Urochromogen zum GesamteiweiBumsatz keine Beziehung hat. 
Dies ergibt sich auch aus vielen N- und S-Bestimmungen bei gleich- 
zeitiger Beurteilung der Diazoprobe in pathologischen Fiillen (12). 
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Die Urochromogenausscheidung pro Kilogramm Kérpergewicht ist 
beim Kinde etwas gréBer als beim Erwachsenen. Dies habe ich 
schon friiher mit dem relativ lebhafteren Stoffwechsel des Kindes 
bei der Erérterung der Urochromausscheidung in Zusammenhang 
gebracht. 

Das Umgekehrte, Herabsetzung der Urochromogenausscheidung, 
finden wir unter normalen Verhiltnissen im Greisenalter. Hier betragt 
der Diazowert ungefahr 3, von dem beim Erwachsenen gefundenen. 
Auch diese Erscheinung fand schon in den kolorimetrischen Unter- 
suchungen des Urochroms durch einen niedrigeren Wert ihren Ausdruck 
und diirfte mit der geringeren Lebhaftigkeit des Stoffwechsels im 
Greisenalter zusammenhangen. 

Rekonvaleszente nach schweren Krankheiten pflegen niedrigere 
Urochromogenwerte zu zeigen als der Norm entspricht. Dies deutet 
auf eine Retention von fiir den Bestand des Organismus wichtigen 
Substanzen hin und findet einen analogen Ausdruck in der auch sonst 
beobachteten Blisse des Harns und der niedrigen Neutralschwefel- 
ausscheidung in der Rekonvaleszenz fieberhafter Krankheiten. 

Das Urochromogen ist eine stickstoff- und schwefelhaltige Schlacke 
des EiweiBstoffwechsels. Sein Schwefelgehalt betrigt auf Grund der 
Analyse des Uromelanins etwa 3,5°,, eine Zahl, die mit einer von 
Dombrowski gewonnenen nahezu vollig tibereinstimmt. Obgleich der im 
Urochromogen ausgeschiedene Neutralschwefel nur den sehr geringen 
Wert von etwa 2 mg bei einer Gesamtneutralschwefelausscheidung von 
etwa 140 mg in der Norm pro Tag betragt, so ist er doch darum sehr 
wichtig, weil sich hier zum erstenmal die Méglichkeit bietet, einen 
Teil des Neutralschwefels, und zwar einen sicher endogenen Anteil 
desselben einer genaueren Betrachtung zu unterziehen. Wenn auch 
an sich nur in geringer Menge sich am endogenen Neutralschwefel 
beteiligend, darf doch das Urochromogen vielleicht als ein Index dieser 
endogenen Neutralschwefelausscheidung betrachtet werden, in dem 
Sinne, da® wahrscheinlich parallel damit auch andere Oxyproteinsauren 
endogenen Ursprungs vermehrt ausgeschieden werden. In diesem 
Sinne darf das aus der systematischen Verfolgung der Neutralschwefel- 
ausscheidung bei der Tuberkulose gewonnene Ergebnis cines Paralle- 
lismus zwischen der Diazoreaktion Ehrlichs und der Gesamtneutral- 
schwefelausscheidung betrachtet werden (13). 

Die Verminderung der Urochromogenausscheidung in der Rekon- 
valeszenz darf daher als Ausdruck des Retentions- oder Schonungsbestrebens 
des Organismus fiir gewisse schwefelhaltige Substanzen gedeutet werden, 
ein Retentionsbestreben, welches nach liingerer Krankheit [ Benedikt (14) | 
und nach langerem Fasten, also Zeiten erhdhten Verbrauchs endogenen 
Materials in der gleichen Weise fiir den Neutralschwefel [Lewis (15)] beob- 
achtet wurde. 
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Die erhdhte Neutralschwefelausscheidung in Krankheiten wurde 
mit einem verstiirkten Gewebszerfall in Zusammenhang gebracht. 
Als einfachstes Beispiel fiir den gesteigerten Gewebszerfall mit erhéhter 
Neutralschwefelausscheidung wurde der Hungerzustand angefiihrt und 
analysiert (16). Es ergibt sich die Frage, ob im Hunger auch die Uro- 
chromogenausscheidung erhéht ist. Hierfiir liefert P. Masoin einen 
Beitrag. Wahrend er bei Gesunden und den verschiedensten Geistes- 
krankheiten keine Diazoreaktion, d. h. keine erhéhte Urochromogen- 
ausscheidung fand, war dieselbe vorhanden bei zwei Geisteskranken, 
welche wihrend mehrerer Tage die Nahrung verweigerten. Es unter- 
liegt fiir mich keinem Zweifel, daB systematische Untersuchungen bei 
Hungerzustinden anderer Art das gleiche Ergebnis haben werden, 
d. h. daB hierbei Urochromogen wegen der Erhéhung des endogenen 
KiweiBzerfalls vermehrt ausgeschieden wird, genau wie dies fiir den 
Neutralschwefel, z. B. bei einem abstinenten Geisteskranken, von 
Tuczek festgestellt wurde. 

Die Neutralschwefelausscheidung unter dem Einflu8 von Giften 
wurde von Salkowski und seiner Schule einer genauen Untersuchung 
unterzogen. Von diesen Ergebnissen interessiert uns hier vor allem 
die bei der Chloroformnarkose festgestellte erhéhte Neutralschwefel- 
ausscheidung, weil wir fiir sie in der Urochromogenausscheidung auch 
Analogien besitzen. Basile (17) hat im Anschlu8 an Chloroformnarkose 
bei Kindern Diazoreaktion beobachtet, ebenso Diittmann (13). 
Klajten (19) hat auBer in drei Fallen von Bauchfell- und einem Fall 
von Lungentuberkulose auch bei einem inoperablen Karzinom die 
Diazoreaktion nach der Narkose positiv werden gesehen. In allen 
seinen Fillen handelte es sich um Kranke, welche vorher cine 
nicht oder nicht wesentlich gesteigerte Urochromogenausscheidung 
darboten; die Reaktion verschwand spitestens 2 Wochen nach der 
Narkose. 

Vor mehreren Jahren habe ich chirurgische Fille verschiedener 
Art systematisch auf die Diazoreaktion untersucht. Die aus dieser Zeit 
stammenden Aufzeichnungen ergeben, dafi nach lingerer Chloroform- 
narkose eine Verstiirkung der normalen Diazoprobe auftrat. Es ist 
daher sicher, daB das Chloroform ebenso auf den Neutralschwefel, wie 
auf die Urochromogenausscheidung im Sinne einer Steigerung ein- 
wirken kann. 

In diesem Zusammenhang méchte ich die Untersuchungsergebnisse 
von Klaften bei Réntgentiefenbestrahlungen nicht unerwihnt lassen. 
Vier Fille von Carc. uteri, welche vor der Bestrahlung keine gesteigerte 
Urochromogenausscheidung besaBen, zeigten nach intensiver Be- 
strahlung eine deutliche quantitativ meBbare Diazoprobe. In der 
Mehrzahl der Karzinomfille wurde dagegen eine Diazoreaktion vermiBt. 
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Nach Alaften kann in den vier erwahnten Fallen die Diazoreaktion 
lediglich durch die Bestrahlung hervorgerufen worden sein. 

Erhéhte Urochromogenausscheidung durch Hunger, durch Chloro- 
formwirkung und durch eine starke Réntgenbestrahlung stellen ge- 
wissermaBen den Ubergang vom Physiologischen zum Pathologischen 


dar. Sie bilden, soweit der Hunger und die Chloroformwirkung in 
Betracht kommt, aber auch ein Korrelat zu der in solchen Fallen beob- 
achteten erhéhten Neutralschwefelausscheidung und bestirken die Auf- 
fassung, da wir in der Urochromogenausscheidung einen Exponenten 
des erhédhten Gewebszerfalls schlechtweg besitzen, wobei das Uro- 
chromogen nur einem besonderen, und zwar recht kleinen, aber durch 
seine Dignitat wahrscheinlich sehr bedeutungsvollen Anteil desselben 
entspricht. 

Betrachten wir die Urochromogenausscheidung als das sicht- und 
meBbare Zeichen eines erhéhten endogenen Gewebszerfalls, so bietet 
das Verhalten derselben in der Schwangerschaft nichts Uberraschendes. 
Hier fand ich nimlich eine deutliche Steigerung des Urochromogen- 
wertes. Durch die Untersuchungen von Harnack und Kleine (20) bei 
einer Hiindin, von Salomon und Saal (21) bei Menschen ist erwiesen, 
daB in der Schwangerschaft der Neutralschwefel im Verhaltnis zum 
Gesamtschwefel erhéht ist. 

Tabelle I. 
Urochromogenausscheidung bei vorgeschrittener Schwangerschaft und in 


drei normalen Fiillen. 





Name Alter Diagnose Harnmenge Gesamt-N Diazowert Anmerkung 


21 J. | 9, Lunarm. 1380 106 ¢g 0,110 | 

tal i 3200 13,6 0,120 mc 5 em 
Obit Be 2100 9.45 ame ).)§ “ee 
ee 3500 ‘et 0.115 

im p 2600 0.080 

40 . Normal 1320 0.048 

aT. ‘ 1200 0,050 

18. nl 2000 0.042 


It. Die Uroehromogenausscheidung unter pathologisehen Verhiltnissen. 

Das normalerweise ausgeschiedene Urochromogen entzog_ sich 
bisher der Aufmerksamkeit wegen seiner geringen Menge. Erst dic 
Anreicherung zeigt, daB auch der normale Harn Urochromogen enthalt. 
Wenn die Quantitit dieses Kérpers im Harn einen gewissen Wert 
iiberschreitet, so treten seine Reaktionen deutlich in Erscheinung. 
Jede deutliche Diazoreaktion ist daher unter den in friitheren Arbeiten 
angefiihrten Kautelen als Zeichen einer erhéhten Urochromogen- 
ausscheidung zu betrachten. Aber erst die quantitative Schatzung, 
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bei welcher auch die Tagesmenge des Harns mit beriicksichtigt wird. 
erlaubt ein sicheres Urteil in dieser Beziehung und den Vergleich ver- 
schiedener Harne untereinander. Schon geringe Verschiebungen der 
Konzentration des Urochromogens kénnen jenen Umschlag der Diazo- 
probe bewirken, welcher zur Bezeichnung ,,negative Reaktion*® Aniab 
gab. 

Die relativ schwichere Konzentration bewirkt eine schwichere Rot- 
farbung der Fliissigkeit und im Zusammenhang damit auch ein Zuriick- 
treten des Rosaschaums, so daf je nach der Interferenz mit anderen Farben- 
reaktionen einmal ein mehr weiBer oder weiBgelber, das andere Mal ein 
brauner, braungelber oder braunrétlicher Farbenton entsteht, Veriande- 
rungen, die nach der alten Vorschrift der Reaktion ihren positiven Charakter 
und damit jede Bedeutung nahmen. Es ist aber doch leicht einzusehen, 
da8B eine Reaktion nicht gut von einem Tage zum anderen bei sonst gleich- 
bleibendem Krankheitsbild ihren Charakter vollig andern kann. 

Alle diese Miingel trugen dazu bei, die Diazoprobe zu diskreditieren. 
Dies besserte sich, als ich die Permanganatprobe angab. Damit war eine 
groBe Zahl der zweifelhaften Proben leichter zu beurteilen. Aber noch 
immer blieben Unstimmigkeiten zuriick. Denn auch die Permanganat- 
probe war nicht frei von Beeinflussungen, und auch ihr Nachweis erfordert 
eine gewisse minimale Konzentration an Urochromogen, welche im normalen 
Harn fast nie, in pathologischen Harnen aber auch nicht immer vor- 
handen ist. 

Erst nachdem das Urochromogen als physiologischer Bestandteil 
des Harns erkannt und sein Nachweis durch Heranziehung quantitativer 
Verfahren auf eine sicherere Grundlage gestellt werden konnte, nahm 
das Problem der Diazoreaktion konkretere Gestalt an. Danach isi 
die Bezeichnung negative und positive Reaktion fallen zu lassen und 
tunlichst durch quantitative aus der Intensitdt der Fliissigkeitsfarbung 
abgeleitete Bezeichnungen zu ersetzen. 

Die Diazoreaktion Khrlichs ist ein Exponent des endogenen Stoff- 
wechsels. An diesem aus den Beziehungen zum Neutralschwefel und 
dem Studium der Physiologie und Pathologie des Urochromogens 
sich ergebenden Resultat miissen wir festhalten und versuchen, auf 
dieser Grundlage die noch immer vorhandenen Liicken zu erganzen. 


a) Die Urochromogenausscheidung bei Nierenerkrankungen und bei Bili- 
rubinurie. 


Betrachten wir die Diazoreaktion unter dem angegebenen Ge- 
sichtspunkt, so ergeben sich bei gewissen Krankheiten Abweichungen 
von dieser GesetzmaBbigkeit. Die Untersuchungen tiber die Bildungs- 
stiitte des Urochromogens weisen mit der gréBten Wahrscheinlichkeit 
darauf hin, daB dieser Kérper in der Niere entsteht. Das Urochromogen 
ist weder im Blut, noch in irgend einem Organextrakt, sondern erst 
im Harn zu finden. Stérungen der Nierentatigkeit durch Erkrankung 
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derselben, wie parenchymatése Degeneration, Abszedierung, Amyloidose 
oder gegen das Lebensende eintretende Insuffizienz bewirken ein Ver- 
schwinden oder starkes Zuriicktreten der Diazoprobe. Schon Klemperer 
hat aus seinen kolorimetrischen Untersuchungen den SchluB gezogen, 
da das Urochrom in der Niere entsteht, ebenso Stepp. Die quanti- 
tative Verfolgung der Diazoprobe bei der sogenannten Schrumpfniere 
zeigt, daB die Ausscheidung des Urochromogens bis auf ein Drittel 
der Norm sinken kann. Ahnliches sehen wir bei septischen Zustiinden, 
wenn die Niere in Mitleidenschaft gezogen wird. Solche Falle wurden 
von Krokiewicz, Weiss, Klaften u. a. beobachtet. Nissen (22) fiihrt 
das Fehlen der Diazoreaktion bei Scharlach gegeniiber Masern auf die 
haufig dabei vorhandene Nierenerkrankung zuriick. Nach Burgess (23) 
ist die Permanganatprobe bei Nierenleiden auch beim schwersten 
Verlauf negativ. 

In der Regel finden wir in diesen Fallen als Zeichen der Nieren- 
erkrankung EiweiBausscheidung. Sie kann aber auch nur angedeutet 
sein. 

Zur Quantitit des ausgeschiedenen EiweiBes besteht keine Relation. 
Daher kénnen wir manchmal bei Amyloidose der Nieren noch eine deutliche, 
wenn auch gewohnlich schon abgeschwichte Reaktion finden. Das Ver- 
schwinden der Diazoreaktion in akuten Krankheiten beim Fortbestehen 
schwerer Symptome ist nach Lamari (24) ein béses prognostisches Zeichen. 
Seine Bedeutung ist noch gréBer, wenn zugleich Olygurie und Abnahme 
des spezifischen Cewichts besteht. Auch Burghardt (25) weist auf die 
ominése Bedeutung einer solehen Anderung des Stoffwechsels hin. 

Parenchymatiése Degeneration der Niere ist eine sehr haufige 
Ursache fiir das Fehlen der Diazoprobe in Fallen, wo wir sie erwarten 
wiirden. Es dirfte kein Zufall sein, da} gerade bei Scharlach, Diphtherie 
und den septischen Erkrankungen, welche so hiufig mit Degeneration 
des Nierenparenchyms einhergehen, die Diazoreaktion fehlt. Stauung 
in der Niere scheint keinen unmittelbaren Einflu®B auf die Diazoreaktion 
auszutiben. 

Schon Ehrlich hat die Beobachtung gemacht, daB bei Gallen- 
farbstoffausscheidung im Harn die Diazoreaktion fehlt. Da das Bili- 
rubin selbst eine solehe Reaktion gibt, so war erst mit der Einfithrung 
der Ammonsulfataussalzung eine genauere Beurteilung dieses Ver- 
haltens méglich. Danach vertrigt sich die Anwesenheit von gré®eren 
Bilirubinmengen nicht mit einer stirkeren Urochromogenausscheidung 
Dies geht aber nicht so weit, daB das Urochromogen in solchen Fallen 
iiberhaupt fehlt. Es ist vorhanden, kann auch relativ vermehrt sein. 
ohne aber einen besonders hohen Wert zu erreichen. 

Ich verfiige iiber mehrere Krankengeschichten, wo eine durch Monate 
bestandene starke Diazoreaktion mit dem Eintritt der Bilirubinausscheidung 
allmahlich zuriicktrat. Ich verfiige aber auch tiber eine Krankengeschichte, 
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wo ein Patient bei der Einlieferung ins Spital im Harn Bilirubin ausschied 
bei gleichzeitig sehr schwacher Diazoprobe, und 10 Tage spater, als das 
Bilirubin verschwand, sehr starke Diazoreaktion zeigte. 

Die Pneumonie, welche haiufig mit einer, wenn auch geringen 
Bilirubinausscheidung im Harn verbunden ist, zeigt in der Regel nur 
schwache Diazoreaktion. Aber niemals fehlt das Urochromogen absolut, 
und haufig ist die Diazoprobe trotz der Anwesenheit von Bilirubin in 
Spuren starker als normal. Bei Icterus catarrhalis ist die Urochromogen- 
ausscheidung gewohnlich normal. Bei septischem Ikterus mit héherer 
Bilirubin- und Urobilinogenausscheidung ist im Ammonsulfatfiltrat in 
der Regel nur eine schwache Diazoreaktion nachweisbar, welche aber 
doch starker als normal sein kann. 

Wahrend zwischen Urobilinogen und Urochromogenausscheidung 
kein Antagonismus besteht, scheint dies zwischen Bilirubin- und Uro- 
chromogenausscheidung der Fall zu sein, da héhere Grade von Bili- 
rubinurie mit stirkeren Urochromogenwerten kaum_ vergesellschaftet 
vorkommen. 

Es wurde zunichst durch Zusatz von Bilirubinharn zu ausgewertetem 
Urochromogenharn der Einwand ausgeschlossen, dafs eine unmittelbar 
chemische Beeinflussung hierbei stattfande. Da dies nicht der Fall war, 
so muBte die Ursache der Erscheinung anderswo gesucht werden. An 
eine genetische Beziehung beider Substanzen war nach allem Bisherigen 
nicht zu denken. Es blieb daher wieder nur iibrig, auf die Niere als ursach- 
liches Moment zuriickzugreifen. Da waren nun zwei Méglichkeiten vor- 
handen: wir wissen zuniichst aus zahlreichen Untersuchungen, daf das 
Bilirubin das Nierenepithel schiadigt, da8 vielfach bei Ikterus Eiweib- 
und Nierenzylinder im Harn gefunden werden. Unter diesen Umstiinden 
wire es mdglich, daB das Urochromogen trotz reichlich angebotener Mutter- 
substanz deshalb weniger reichlich in der Niere gebildet wird, weil ihr 
Parenchym durch den Gallenfarbstoff geschidigt ist. Es wire aber auch 
méglich, daB jene Noxe, die zur Schidigung des Leberparenchyms und damit 
zur Bilirubinurie AnlaS gibt, auch das Nierenparenchym in derselben 
Weise angreift und dann gleichzeitig die Bildung des Urochromogens stort. 
Welche der beiden Erklarungen die richtige ist, liBt sich schwer sagen. 
Ich méchte mich der letzteren zuneigen. 


b) Die Urochromogenausscheidung bei Infektionskrankheiten. 


Die Kenntnis des Einflusses von Parenchymschadigungen der 
Niere auf die Urochromogenausscheidung ist von grundlegender Be- 
deutung fiir die richtige Beurteilung der Diazoreaktion bei allen Krank- 
heiten, insbesondere aber bei den akuten Infektionskrankheiten. Wollen 
wir uns daher bei einer gegebenen Krankheit ein Urteil iiber die Inten- 
sitat der Beeinflussung des endogenen Stoffwechsels bzw. tiber die 
Schwere der Krankheit aus der ausgeschiedenen Urochromogenmenge 
bilden, so werden wir der Niere die ihr gebiihrende Aufmerksamkeit 
gleichzeitig schenken miissen. 
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Wir werden bei einer Nierenschidigung einen schwachen Ausfall der 
Diazoprobe bzw. einen niedrigen Urochromogenwert anders beurteilen, 
als wenn kein Anhaltspunkt hierfiir vorhanden ist. Wir werden auch die 
Beobachtung von Burghardt, der manchmal erst bei der Besserung des 
Zustandes viel Urochromogen fand, hierbei nicht auBer acht lassen und 
dies vielleicht mit einer Behebung einer Niecreninsuffizienz in Zusarnmen- 
hang bringen kénnen, welche eine Eliminierung der im Kérper retinierten 
Schlacken nunmehr gestattet. Alle diese Verhiltnisse lassen nur im Zu- 
sammenhalt mit dem klinischen Krankheitsbild eine richtige Deutung des 
Urochromogenbefundes zu. 


Die diagnostische Bedeutung der Diazoreaktion bei Masern, Typhus 
und anderen Krankheitszustinden ist aus der Erfahrung abgeleitet. 
DaB sie nicht absolut ist, und da8 ihre einseitige Beurteilung zu Fehl- 
diagnosen fiihren kann, wei jeder Kliniker. Eine erhéhte Urochromogen- 
ausscheidung, welche durch eine kriftige Diazo- oder Permanganat- 
probe angezeigt wird, ist fiir keine Krankheit pathognomonisch, wie 
ja jede infektidse Noxe je nach ihrer Intensitat oder dem individuellen 
Grad der Widerstandskraft den Stoffwechsel verschieden beeinflussen 
kann. Wie Burghardt habe auch ich bei Angina manchmal stiarkste 
Diazoreaktion gesehen, die schon nach | bis 2 Tagen wieder verschwand. 
Darum aber auf die Unwesentlichkeit der Probe zu schlieBen, wire ver- 
fehlt. Im gegebenen Zeitpunkt zeigt sie eine schwere Erschiitterung 
des Stoffwechsels an, die sich in der Steigerung der Ausscheidung 
eines normalen Stoffwechselproduktes bis zum Zehnfachen und dariiber 
auBern kann. Daf der Organismus auch so gewaltige Schiden iiber- 
winden kann, ist ein Beweis fiir seine Widerstandskraft, nicht aber 
ein Beweis fiir die Gleichgiiltigkeit der Erscheinung. 

Daher kénnen wir den Untersuchungen fast aller Autoren, die sich 
mit der Diazo- und Permanganatprobe beschiftigt haben, entnchmen, 
daB die Intensitiit dieser Proben der Schwere der Krankheit proportional 
ist. Ein so erfahrener Untersucher wie Dolgow z. B. sagt: Die Menge des 
Diazokérpers ist bei Typhus direkt proportional der Schwere und Dauer 
der Krankheit. In gleichem Sinne auBert sich Umikoff (26), daB die Probe 
mit der Schwere der Erkrankung zu, mit der Besserung abnimmt und 
in den tédlichen Fallen bis zum Ende bestehen bleibt. 

Es kann hier nicht der Ort sein, die differentialdiagnostische Be- 
deutung der Diazoprobe in der internen Medizin zu erértern. Sie sowohl 
wie die Permanganatreaktion haben sich ihren Platz in dieser Richtung 
schon gesichert. Wenn durch meine Untersuchungen diese Reaktionen 
jhres rein empirischen Charakters entkleidet und mit einem bestimmten 
Inhalt versehen werden, so kann dies der Sache nur zum Vorteil ge- 
reichen. Wir werden daher in der Terminologie der quantitativen 
Urochromogenbeurteilung sagen kénnen, daB eine starke Urochromogen- 


ausscheidung, wie sie durch eine ausgesprochene Diazo- und Per- 
manganatprobe bei normaler Harnmenge angezeigt wird, bei einem 
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noch nicht klar definierten Krankheitsbild in einem bestimmten Sinne 
spricht. Man wird sich hierbei schwer auf eine genaue GréBe dieser 
Ausscheidung festlegen kénnen, jedoch erwarten diirfen, da sie beim 
ausgesprochenen Krankheitsbild des Typhus z. B. in der Regel nicht 
unter einen gewissen Minimalwert herabgehe, dessen Hohe noch 
eingehendere Untersuchungen festlegen miissen. 

Ein Urochromogenwert von 0,5 pro Tag, also etwa das Zehnfache 
der Norm, ist beim Typhus kein besonders hoher Wert und bei Masern ist 
derselbe noch gréBer. Wir werden aber hierbei die Beziehung zum Ké6rper- 
gewicht nicht auBer acht lassen diirfen. Wenn unter diesen Umstiinden 
einmal aus dem Urochromogenwert die Differentialdiagnose zwischen einer 
fieberhaften Gastroenteritis und einem Typhus gestellt werden soll, so 
wird ein Diazowert von vielleicht nur 0,1 pro Tag fiir die leichtere, den 
Stoffwechsel weniger tangierende Krankheit, also in diesem speziellen 
Falle fiir Gastroenteritis, ein héherer Wert dagegen, ceteris paribus, fiir 
eine typhése Erkrankung sprechen. 

Die differentialdiagnostische Bedeutung der Diazoprobe beruht 
auf der verschiedenen Art, wie der Stoffwechsel auf verschiedenartige 
Noxen reagiert. Aus dieser differenten Reaktion. die wir jetzt schon 
bestimmter als verschiedene Intensitit des endogenen Eiweifzerfalls 
definieren kénnen, schlieBen wir auf verschiedene Noxen, die erfahrungs- 
gemifS den Stoffwechsel in verschiedener Weise alterieren. Mit der 
Moglichkeit, die Urochromogenausscheidung quantitativ zu schdtzen und 
in Beziehung zur Norm zu bringen, gewinnen wir ein Map zur Beurteilung, 
wie weit sich der gegebene Krankheitsfall in seinem endogenen Stoff- 
wechsel von der Norm entfernt, und kénnen danach wichtige Schliisse nicht 
nur auf das Wesen, sondern auch auf die Prognose dieses Prozesses ziehen. 


Dies gilt besonders fiir die tuberkulésen Erkrankungen. Unter 
den chronisch-infektiésen Prozessen spielt die Urochromogenaus- 
scheidung praktisch die wichtigste Rolle bei der Tuberkulose. Schon 
von allem Anfang an hat Fhrlich die ungiinstige prognostische Be- 
deutung seiner Reaktion bei der Tuberkulose betont und, obgleich nicht 
unwidersprochen geblieben, hat sich doch die Ansicht behaupten kénnen. 
da wir aus einer positiven Diazoreaktion bei der Tuberkulose, namentlich 
wenn sie langere Zeit hindurch konstant bleibt, auf eine sehr schlechte 
Prognose schlieBen kinnen. Auch therapeutisch wurden sehr bedeutsame 
Folgerungen aus der vermehrten Urochromogenausscheidung gezogen. 
So von Klare (27) und Diittmann in bezug auf die Indikationsstellung 
zur Behandlung der chirurgischen Tuberkulose, von Guth (28) fiir 
die Vornahme eines kiinstlichen Pneumothorax, wahrend M. und 
A. Weiss (29) in einer ausgesprochenen Urochromogenprobe bei der 
Lungentuberkulose eine Kontraindikation fiir die Vornahme der 
‘Tuberkulinbehandlungsehen wollen. In der letzten Zeit hat Gottschalk (30) 
die Urochromogenausscheidung, die er approximativ auf Grund der 
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Permanganatprobe schitzt, kurvenmaBig dargestellt und benutzt 
dieselbe als Hilfsmittel zur Beurteilung der Form und Prognose der 
Lungentuberkulose. 

Welche Bedeutung der quantitativen Verfolgung der Urochromogen- 
ausscheidung bei der Tuberkulose zukommt und im Rahmen weiterer 
Untersuchungen noch zukommen wird, kann ich hier nur andeuten. Die 
Frage, wie weit der endogene Stoffwechsel durch den Tuberkelbazillus 
und seine Gifte in Mitleidenschaft gezogen wird, spielt bei dieser eminent 
chronischen Krankheit die Hauptrolle bei der Prognosestellung. Ist doch 
das Ma8 der Zehrung, d. h. die Schnelligkeit des K6érperverfalls fast das 
wichtigste Zeichen, nach dem sowohl der Arzt wie der Laie den Charakter 
eines tuberkulésen Leidens beurteilt, und liegt doch das Bestreben, die 
Intensitét des durch den Krankheitsproze8 bedingten Gewebszerfalls in 
der Nomenklatur auszudriicken, allen unseren Stadieneinteilungen zu- 
grunde. In der Urochromogenausscheidung besitzen wir ein Ma8 fiir den 
endogenen Gewebszerfall oder fiir die Zehrung des Organismus. Wir kénnen 
aus der quantitativen Schatzung dieses K6rpers an einem bestimmten Tage 
oder besser wiihrend eines lingeren Zeitraums beurteilen, ob eine Tuber- 
kulose schon oder noch mit Zehrung verbunden ist. Wir werden die Tendenz 
zur Besserung einer 'Tuberkulose schon weit friiher, als es irgend eine Unter- 
suchungsmethode uns anzuzeigen verméchte, an dem in der quantitativen 
Verfolgung der Urochromogenausscheidung sichtbar zutage tretenden 
kontinuierlichen Riickgang der Zehrung erkennen kénnen und umgekehrt 
die Progression des Leidens an einem Fortschreiten dieser Zehrung. Der 
EinfluB von Bewegung und Ruhe tritt in der Ausscheidung dieses Kérpers 
deutlich zutage. Lungenkranke, welche bei der Einlieferung ins Spital 
oder in die Heilstitte eine Urochromogenausscheidung von etwa 0,5 zeigen, 
kénnen nach mehrtigiger Ruhe nur mehr die Hialfte oder weniger aus- 
scheiden, und in giinstigen Fillen geht die Ausscheidung dieses K6érpers 
auf ein nur wenig iiber der Norm liegendes Ma im Laufe der bloBen Be- 
handlung mit Ruhe zuriick. Bei jeder Behandlung der Tuberkulose wird 
ein Riickgang der Zehrung bis zur Norm anzustreben sein. 


Die Urochromogenausscheidung ist ein sehr empfindliches Mab 
fir die Zehrung des Kérpers. Die Beobachtung lehrt, daB Kranke mit 
deutlicher Diazoreaktion an Gewicht stindig abnehmen. Ich habe in 
einer vor 11 Jahren geschriebenen Arbeit (31) den Satz aufgestellt, 
daB die Urochromogenausscheidung fiir den phthisischen Prozeb 
charakteristisch ist. Dies gilt im Lichte der neueren Untersuchungen, 
welche diesen Kérper schon als physiologischen Harnbestandteil er- 
kennen lassen, naturgemaB fiir die pathologisch erhéhte Urochromogen- 
ausscheidung. Meine im Laufe dieser Zeit gesammelten Erfahrungen 
bestitigen diesen Schlu8. Viel friiher als es sonst méglich wire, werden 
wir auf diese Weise einer 'Tuberkulose den phthisischen, d.h. zehrenden 
Charakter anmerken. 

Schon Burghardt betont, daB bei der Diazoreaktion die individuelle 
Disposition eine groBe Rolle spielt. Dies wird besonders durch das 
Verhalten der Urochromogenausscheidung bei der Tuberkulose illu- 
striert. Physikalisch gleich ausgedehnte Lungenprozesse mit gleich 
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hohem Fieber usw. ergeben einmal sehr hohe Urochromogenausscheidung, 
das andere Mal nur mabige Erhéhung. Gerade bei der Tuberkulose 
kennen wir den Einflu®B der individuellen Widerstandskraft besser als 
bei anderen Krankheiten und gerade hier sehen wir, wie sich das Er- 
lahmen dieser Widerstandskraft in einer friih einsetzenden oft sehr 
rapiden Zehrung des Kérpers auBert, die ihren parallelen Ausdruck 
auch in einer hohen Urochromogenausscheidung hat. 

Ich muB mich im Rahmen dieser Darstellung mit den gegebenen 
Andeutungen begniigen. Dain einemzweifelhaften Falledie Bestimmung 
des Urochromogenwertes auch diagnostische Bedeutung als Hinweis 
auf einen noch nicht manifest gewordenen tuberkulosen ProzeB haben 
kann, will ich nur nebenbei bemerken. Die Urochromogenausscheidung 
darf nie losgelést von dem gegebenen Krankheitsfall beurteilt werden. 
Denn zu mannigfaltig sind die Prozesse, welche zu einer Steigerung 
der Zehrung und daher zu einer vermehrten Ausscheidung dieses Kérpers 
fiihren kénnen. Nur als Symptom dieser Zehrung und als Gradmesser 
derselben darf der Urochromogennachweis betrachtet werden. Eine 
kritiklose Verwendung dieses Nachweises kénnte mehr Schaden als 
Nutzen stiften. 


c) Die Urochromogenausscheidung bet malignen Tumoren. 


Die Urochromogenausscheidung bei den malignen Tumoren 
beansprucht ein besonderes Interesse, weil hier seit langem nach einem 


Korrelat des teilweise vorhandenen, teilweise angenommenen erhdhten 
xewebszerfalls gesucht wird. Salamon und Sazl konstatierten beim 
Karzinom eine itiber die Norm erhdhte relative Oxyproteinsiure- 
ausscheidung. Ich selbst habe fast doppelt so hohe Prozentzahlen 
des Neutralschwefels vom Gesamtschwefel bei manchen Karzinomen 
gefunden. Wenn es richtig ist, daB der Urochromogenwert ein Mab 
fiir den endogenen Gewebszerfall ist, so miiBte dies auch bei den bés- 
artigen Tumoren irgendwie zum Ausdruck kommen. Aber genau wie das 
Studium der Oxyproteinsiiure- und der Neutralschwefelausscheidung 
und wie die Verfolgung der N-Bilanz keine Einheitlichkeit dieses Ver- 
haltens beim Karzinom ergeben hat, finden wir auch in der Urochromogen- 
ausscheidung ein von Fall zu Fall sehr wechselndes Verhalten. Im 
allgemeinen gehért eine starke Vermehrung des Urochromogens bis 
zu den bei den Infektionskrankheiten beobachteten Werten zu den 
Seltenheiten bei den Tumoren, obgleich vielfach héhere Werte als 
normal vorhanden sind. Daher wird in der Literatur eher der negative 
Ausfall der Diazoprobe, also im Bereiche der Norm oder nur wenig 
erhéhte Urochromogenausscheidung beim Karzinom hervorgehoben und 
differentialdiagnostisch betont (Krokiewicz) (32). Meine Beobachtungen 
ergeben gleichfalls, daB die malignen Tumoren im allgemeinen keine aus- 
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gesprochene Tendenz zu einer erhéhten Urochromogenausscheidung 
zeigen. Die Méglichkeit aber, daB ein maligner Tumor als Ausdruck 
eines starken endogenen Gewebszerfalls, somit einer besonderen 
Malignitat von Haus aus eine starke Diazoprobe zeigt, ist ebenso gegeben 
und durch zahlreiche Beobachtungen gestiitzt, abgesehen von einem 
Hinaufschnellen des Urochromogenwertes durch eine sekundire 
Infektion. 


Die hohe Relation des neutralen zum Gesamtschwefel und die relativ 
vermehrte Oxyproteinsiureausscheidung bei manchen Karzinomen ergibt 
hier keinen Widerspruch. Ich habe schon friiher diese relative Vermehrung 
der Neutralschwefel liefernden Substanzen auf die gleichzeitig verminderte 
Nahrungsaufnahme bei manchen Karzinomen, welche im niedrigen Gesamt- 
schwefel bzw. Gesamtstickstoffwert zum Ausdruck kam, zuriickgefiihrt, 
ganz analog wie bei der Inanition. Daf dabei auch der endogene Anteil 
des Neutralschwefels erhéht sein kann, soll zugegeben werden, aber seine 
absolute GrdBe ist entsprechend der relativ niedrigeren Urochromogen- 
ausscheidung wahrscheinlich bei den ‘Tumoren niedriger als bei den mit 
starker Diazoreaktion einhergehenden Infektionskrankheiten. Obgleich ich 
daher von vornherein keinen Grund habe, in dem Verhalten der Uro- 
chromogenausscheidung beim Karzinom eine Abweichung von dem von 
mir aufgestellten Gesetz, daB dieselbe ein MaB fiir den endogenen Gewebs- 
zerfall darstellt, zu erblicken, so will ich doch die Méglichkeit nicht ab- 
lehnen, daf bei den malignen ‘Tumoren vielleicht andersartige Produkte 
des EiweiSzerfalls auftreten kénnten, die nicht in einer verstarkten Uro- 
chromogenausscheidung zum Ausdruck kommen miissen; denn die er- 
hohte Urochromogenausscheidung ist ja nur eine Teilerscheinung eines 
erhdhten intermediaren Stoffwechsels, der vielleicht in anderen Fallen 
auch ohne stiirkere Anteilnahme des im Urochromogen zutage tretenden 
Gewebszerfalls verlaufen kénnte. Wie gesagt, besteht aber vorlaufig kein 
zwingender Grund zu einer solchen Annahme. Das Postulat eines ab- 
weichenden, in irgend einer Richtung besonders gesteigerten Gewebszerfalls 
beim Ca als allgemein giiltiges Gesetz konnte bisher durch keine der darauf 
angewandten Untersuchungsmethoden erfiillt werden, und halte ich es 
daher durchaus fiir méglich, daB das Verhalten des Urochromogens auch 
bei dieser Krankheit sich mit meinen bisher entwickelten Auffassungen 
vertragt. 

Tumoren des Ovariums sollen zu einer vermehrten Urochromogen- 
ausscheidung Anlafi geben. Klafien konnte in solchen Fallen keinen 
héheren Prozentsatz positiver Diazoreaktionen finden als bei anderen. 
Vom Melanosarkom dagegen glaube ich auf Grund meiner eigenen 
und den in der Literatur niedergelegten Beobachtungen, daB es zu 
einer starken Urochromogenausscheidung fiihrt. Der in zwei 
Melanosarkomfillen von mir konstatierte Urochromogenwert gehért 
zu den héchsten, die ich beobachtet habe. Der rapide Kérperverfall 
ist beim Melanosarkom besonders ausgesprochen. Die (anscheinend 
regelmaBig) erhdhte Urochromogenausscheidung bei diesem bésartigen 
Gewiichs erklart sich daher ungezwungen als Ausdruck des foudroyanten 
Gewebszerfalls, der diesem Neugebilde zukommt. 
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d) Die Urochromogenausscheidung bei inkompensierten Herzfehlern. 


Ein eigenartiges auf den intermediiren Stoffwechsel ein neues 
Licht werfendes Verhalten der Urochromogenausscheidung finden 
wir in manchen Fillen von Herzfehlern und Herzleiden. Diese in der 
Regel ganz ohne Fieber verlaufenden Krankheiten kénnen zu einer 
starken Diazoreaktion AnlaB geben. 

Ich habe mehrere Falle beobachtet, wo bei Concretio und Accretio 
cordis mit gleichzeitigen Verwachsungen der Pleura und vielfach mit 
Aszites vergesellschaftet, eine sich iiber mehr als ein Jahr erstreckende 
gesteigerte Urochromogenausscheidung zu beobachten war mit Werten, 
die nur wenig gegeniiber den bei der Phthise z. B. gefundenen zuriick- 
standen. Vielfach sind derartige Zustiande die Folgeerscheinung einer 
Polyserositis und daher vielleicht auch infektidser Atiologie. Aber es wire 
gezwungen, alle Beobachtungen in dieser Richtung auf infektidse Poly- 
serositiden zuriickzufiihren. Denn Fieber kann vollstandig fehlen und im 
Vordergrund stehen die Insuffizienzerscheinungen von Seite des Herzens. 
Wir miissen daher derartigen Erkrankungen auch die Fahigkeit zuschreiben, 
den Stoffwechsel in gleichem Sinne zu alterieren, wie es infektidse und 
andere Noxen tun, ohne aber das eigentlich atiologische Moment mit Sicher- 
heit angeben zu k6énnen. 

Eine restlose Deutung dieser Erscheinung ist schwierig, aber wir 
finden auch hier jenen Parallelismus zur gesteigerten Neutralschwefel- 
ausscheidung wieder, den wir bei der Verfolgung der Urochromogen- 
ausscheidung in der Pathologie nirgends vermissen. So haben Harnack 
und Kleine darauf verwiesen, daf bei an anhaltender Dyspnoe leidenden 
Menschen der Prozentwert des Neutralschwefels ganz erheblich ansteigt, 
ohne hierin aber einen direkten Zusammenhang mit den dyspnoischen 
Anfiallen zu sehen. Seit jeher besteht die Tendenz, den Neutralschwefel 
zur oxydativen Kraft des Organismus in Beziehung zu bringen. Wie 
ich schon in einer friiheren Arbeit betont habe, sind wir nicht zur An- 
nahme gezwungen, daf mangelhafte Oxydation des Schwefels die 
Ursache der Steigerung des Neutralschwefels sei. Die Behinderung 
der Sauerstoffzufuhr kénnte schon an sich zu einem rascheren Absterben 
der Zellen fiihren und eine auch in der Urochromegenausscheidung 
zum Ausdruck kommende Steigerung des endogenen Gewebszerfalls 


bewirken. 


1V. Allgemeine Betrachtungen. 

Ich habe mich im vorstehenden bemiiht, die Grundlinien einer 
Physiologie und Pathologie des Urochromogens zu entwerfen. Die 
Diazo- und Permanganatproben, ihres riitselhaften Charakters zum 
Teil entkleidet, erscheinen damit als Reaktionen eines Stoffwechsel- 
produktes, aus dessen weiterer Verfolgung die physiologische Chemie 
sowohl wie die interne Medizin, die sich hier die Hande reichen, noch 
weiteren Nutzen schépfen diirften. Der endogene Eiweifzerfall in 
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seiner Bedeutung fiir die Pathologie friih erkannt und vielfach 
bearbeitet, aber doch bisher wenig erforscht, wird durch das Uro- 
chromogen und seine quantitative Verfolgung ein wenig aufgehellt. 
Kbenso wie von dem durch die Nahrung zugefiihrten EiweiB nicht 
alles bis zu den Endprodukten verbrannt wird, ist dies auch bei dem 
im intermediaren Stoffwechsel abgenutzten EiweiB der Fall. Diese 
unvollstandig verbrannten Teile des EiweiBmolekiils stellen die so- 
genannten Oxyproteinsiuren (Bondzinsky und seine Schule) vor. Diese 
Schlacken sind stickstoff- und schwefelhaltig. Ihre Anwesenheit kommt 
im sogenannten Neutralschwefel des Harns zum Ausdruck, dessen 
gréBten Teil sie wahrscheinlich ausmachen. Ebenso wie beim Neutral- 
schwefel werden wir auch bei den Oxyproteinsiuren einen exogenen 
und endogenen Anteil unterscheiden miissen. Das Urochromogen 
gehort zu den endogenen Oxyproteinsiuren. Es stellt in der Norm 
nur einen sehr kleinen Teil derselben vor, kann aber unter dem Einflu!} 
von zehrenden Faktoren sehr stark ansteigen. Aus dem Parallelismus 
zwischen Urochromogen- und Neutralschwefelausscheidung ergibt sich 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit, daB gleichzeitig mit dem Urochromogen 
auch andere endogene Oxyproteinsiiuren im Harn erscheinen und dal 
wir im Urochromogen einen Index des endogenen Gewebszerfalls oder 
der Zehrung des Organismus sehen diirfen. 

Das Urochromogen diirfte erst durch eine spezifische Tatigkeit 
der Niere entstehen. Deshalb ist es im Blutserum nicht nachweisbar 
und tritt bei manchen Erkrankungen der Niere véllig zuriick. Ob 
dieser K6rper bzw. seine Muttersubstanz bei den durch Niereninsuffizienz 
hervorgerufenen Vergiftungserscheinungen eine gréBere Rolle spielt, 
wie Thudichum fiir sein Urochrom geneigt war anzunehmen, laBt sich 
mangels darauf gerichteter Untersuchungen nicht sagen. Das Uro- 
chromogen selbst scheint nach den Untersuchungen von Brieger un- 
giftig zu sein. 

Die Muttersubstanz des Urochromogens mit Sicherheit anzugeben, 
ist bis jetzt noch nicht médglich. Vieles weist auf den Zellkern hin. 
So besonders die Fahigkeit des Kérpers, ein echtes Melanin zu liefern, 
eine Eigenschaft, die es mit den pigmentliefernden Teilen der Zelle 
in Beziehung bringt. Es laBt sich auch noch nicht sagen, ob die das 
Urochromogen liefernde Muttersubstanz erst bei der vollstaindigen 
Destruktion der Zelle frei wird oder ob nicht eine unter dem Einflu8 
gewisser Noxen, die schon physiologisch angedeutet sind, gesteigerte 
spezifische Zelltatigkeit vorliegt, etwa analog der reichlichen Ab- 
scheidung von Pigmentmuttersubstanzen bei gewissen Hautreizen. 
Vieles, so insbesonders die gleichzeitig vermehrte Ausscheidung von 
anderen Oxyproteinsiuren endogenen Ursprungs, die im Neutral- 
schwefel zum Ausdruck kommt, die Gewichtsabnahme, die vitale Be- 
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deutung einer linger andauernden Urochromogenausscheidung weisen 
auf die Zerstérung von wichtigen Zellteilen hin und ist vielleicht das 
Urochromogen die beim Untergang des Zellkerns zuriickbleibende 
Schlacke jenes Anteils desselben, aus welchem auch die Muttersubstanz 
des Pigments hervorgeht. Aber alle diese Fragen harren noch der 
Lésung. 

Ich will die allgemeinen Betrachtungen tiber das Urochromogen 
nicht schlieBen, ohne das Wesentliche dessen anzufiihren, was sich 
iiber die Konstitution des Kérpers sagen liBt. Das Urochromogen 
gibt von EiweiBreaktionen nur die Xanthoproteinreaktion, welche sich 
nach AusschluB des Tryptophans wegen des Fehlens der Adamkiewicz- 
Liebermannschen Probe und bei AusschluB von Tyrosin wegen des 
Fehlens der Millonschen Probe nur auf Phenylalanin zuriickfiihren 
1aBt. Den Phenolkern, fiir welchen auch andere Reaktionen sprechen, 
werden wir wohl mit Sicherheit im Urochromogen annehmen koénnen. 
Die starke Kuppelungsfaihigkeit mit den Diazoreagenzien deutet auf 
eine lingere Seitenkette im Urochromogen hin und die hohe chromogene 
Tendenz desselben auf ungesiittigte Gruppen* Uber diese Seitenkette 
Bestimmtes auszusagen, wire noch verfriht. Doch sind Anhalts- 
punkte vorhanden, welche eine, wenn auch hypothetische Diskussion 
hieriiber gestatten. Das Urochromogen enthalt organischen Schwefel. 
Es ist ein Derivat des EiweiBstoffwechsels. Ist es unter diesen Um- 
standen nicht natiirlich, an eine Cysteinverbindung zu denken, nachdem 
wir im Eiwei8 ja nur Cystinschwefel kennen ? Dann wiirde aber nicht 
einfach Alanin, sondern das Thioderivat, also Cystein an den Phenol- 
kern gebunden sein. Dieser Auffassung widerspricht nur eins, da® 
wir ein Phenyleystein als einfachen EiweiSbaustein etwa analog dem 
Phenylalanin, nicht oder vielleicht noch nicht kennen. Die Méglichkeit 
der Existenz eines solchen Kérpers, der durch seinen Phenol- und 
Schwefelgehalt zu einem Chromogen besonders pridestiniert wire und 
der im Urochromogen einen wesentlichen Bestandteil bilden kénnte, 
sei hiermit hypothetisch angedeutet. 
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Notiz iiber den isoelektrischen Punkt der Muskeleiweibstoffe. 
Von 


Karl Otto Granstrém. 
(Aus der chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 14, Oktober 1922. 


Soviel ich weiB, sind Bestimmungen iiber den isoelektrischen Punkt 
der MuskeleiweiBstoffe bis jetzt nicht ausgefiihrt worden, und da die 
Frage nicht ohne Interesse in Hinsicht der Theorie der Muskelkontrak- 
tion als Siurequellung ist, habe ich einige Versuche dariiber angestellt. 

Material: Muskulatur der hinteren Extremitiiten von Kaninchen 
(in einem Falle von Katze). 

Um alle BluteiweiBstoffe so vollstindig als méglich wegzuschaffen, 
wurden die Muskeln kurz nach dem Tode des Tieres von Bauchaorta 
aus mit physiologischer Kochsalzlésung gut ausgespiilt. Die Muskeln 
wurden zerkleinert und dann mit physiologischer Kochsalzlésung 
extrahiert. Das Filtrat von diesem Extrakt wurde mit dem gleichen 
Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlésung gefillt. Die ausgeschie- 
denen Eiweifstoffe kénnen hier als Myosin und die zuriickge- 
bliebenen als Myogen bezeichnet werden. Das Myosin wurde einige 
Male mit halbgesittigter Ammoniumsulfatlésung in der Zentrifuge 
gewaschen, dann in destilliertem Wasser aufgelést; diese Lésung ist zu 
den Versuchen verwendet. 

Reihen von Reagenzglisern mit konstantem Natriumacetatgehalt 
und wechselndem Essigsiuregehalt wurden mit gleichen Mengen Alkohol 
und Myosinlésung versetzt, und das Flockungsoptimum wurde notiert. 
Im Rohr mit der stiirksten Flockung und in den zwei niichstliegenden 
wurde p,, elektrometrisch gemessen. 

Die Versuche mit Myosin ergaben folgende Resultate: 





Versuch i 1 } 2 3 4 

Zweitstirkste Flockung ... | 448 | 414 | 403 | 4,07 

p Flockungsoptimum .... . | 4,12 383 | — — 
H ) Zweitatarkste Flockung .. . || 3,62 3,74 | 3,72 3,50 
BS. es: ao 3,90 | 387 | 3,78 


Als Mittel fiir den isoelektrischen Punkt also py = 3,92. 

Mit Myogen habe ich noch nur ziemlich schwankende Resultate 
bekommen. 

Die Untersuchung wird unter genaueren Bedingungen von mir 
fortgesetzt. 





Zur Methodik der Blutalkaleszenzbestimmung. 
Von 
Hans Gollwitzer. 


(Aus der medizinischen Poliklinik Halle und der medizinischen Klinik 
Greifswald.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1922. 


Die modernen Anschauungen tiber Wesen, Entstehung und diagno- 
stische Bedeutung der Azidose haben das Bediirfnis nach einer auch fiir 
den Praktiker brauchbaren, d.h. den Anforderungen der Einfachheit 
und Zuverlissigkeit geniigenden Methode zur Bestimmung der Blut- 
reaktion wachgerufen. Die weitgehenden Wandlungen in der Auf- 
fassung vom Wesen der Azidose haben dieses Bediirfnis nicht zum 
Erléschen gebracht, nur den Mittelpunkt der Frage verschoben. Die 
aktuelle Reaktion des Blutes wird durch auBerordentlich feine Regula- 
tionsmechanismen auch unter pathologischen Verhaltnissen weitgehend 
konstant erhalten. Ihre Bestimmung ist deshalb fast weniger von Be- 
deutung als der Stand des Regulators bzw. die GréBe der Beanspruchung 
des Pufferungsvermégens im Blut. Nach dem gegenwirtigen Stand 
der Methodik herrscht Einigkeit dariiber, was gemessen werden muB, 
um die Verhialtnisse aufzukliren. Objekt der Messung ist die Alkali- 
reserve des Blutes. Gemessen wird sie an der CO,-Kapazitat des Blutes 
in Volumprozenten CO, bei bekannter CO,-Spannung. Um so gréBere 
Verschiedenheiten bestehen in der Art der Messung. 

Den Erfordernissen bei klinischen Untersuchungen ausdriicklich 
angepaBt ist die Methode von Rohonyi!). Sie stellt sich dar als titri- 
metrische Bestimmung des Na HCO,-Gehalts im eiwei®freien Blutserum 
bei einer konstanten CO,-Spannung, nimlich jener der gewohnlichen 
Atmosphiire. 

In Amerika wurde eine von van Slyke*) angegebene Methode 
mehrfach erprobt, die das Siéiurebindungsvermégen des Blutplasmas 
durch Zugabe von Salzsiure und Titration des Saureiiberschusses 
bestimmt. Fiir wissenschaftliche Untersuchungen am meisten ver- 
wendet ist bis heute die Methode der Blutgasanalyse nach Barcroft mit 
Bestimmung des CO,-Gehalts im Blut oder Serum bei verschieden 
eingestellter CO,-Spannung, unter Ermittlung einer Kohlensaure- 
bindungskurve in Deutschland durch H. Straub?) fiir klinische Zwecke 
ausgebaut und einer Reihe von Arbeiten zugrunde gelegt. 

1) Miinch. med. Wochenschr. 67, 51, 1920. 


2) Journ. of biol. Chem. 38, 167, 1919. 
3) Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. IV, Teil 10. Berlin/Wien 1921. 
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Diese drei genannten Methoden wurden zum Zwecke einer 
vergleichenden Priifung ihrer Ergebnisse in der folgenden Arbeit 
nebeneinander an einer Anzahl von Blutproben zur Anwendung 
gebracht. 


Die technische Ausftihrung richtete sich nach den Angaben in den 
bezeichneten Verdffentlichungen. Soweit menschliches Blut nicht in ge- 
niigender Menge zur Verfiigung stand, wurde Blut von Schlachttieren 
verwendet. Die Gerinnung wurde teils durch Zusatz von Natriumoxalat 
(Praparat ,,zur Analyse nach Sdrensen‘* von Kahlbaum), teils durch De- 
fibrinierung verhindert. Sodann erfolgte Ausgleich der CO,-Spannung 
des Blutes mit der der Atmosphare durch Schiitteln mit Luft. Bei Blut- 
mengen tiber 50cem wurde mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe ein Luft- 
strom hindurchgesaugt, wegen der starken Blasenbildung in einem Kolben 
von 1,5 bis 2 Liter Fassungsvermégen. Die notwendige Dauer der Liiftung 
steigt betrachtlich mit der Menge des Blutes. Fitir 200 cem erwiesen sich 
39 Minuten als noch nicht ausreichend, da sich bei 50 Minuten eine weitere 
Abnahme der CO,-Vol-Proz. feststellen lie}. Nach ausgiebiger Arteria 
lisierung des Blutes wurde das Serum durch Zentrifugieren von den Blut 
kérperchen getrennt. Hierauf wurde zunichst zur Rohonyischen Methode 
1,5 cem Serum tropfenweise zu 10 cem absoluten, gegen Alizarin neutralen 
Alkohol gegeben und eine halbe Stunde stehen gelassen. Wiihrend dieser 
Zeit wurde die Titration nach van Slyke ausgefiihrt. Hierbei ergab sich 
insofern eine Abweichung von der Originalmethode. als die MaSinahmen 
zur Vermeidung eines CO,-Verlustes (Auffangen und Zentrifugieren des 
Blutes unter Paraffin) in Wegfall kommen konnten. Im tibrigen wurde 
nach Vorschrift des Autors verfahren: zu 2cem Serum (oder Plasma, 
je nach der Vorbehandlung) Zusatz von 5 cem n/50 HCl, Titration dieses 
Gemisches mit n/50 NaOH bis zur Farbgleichheit mit einer Sdrensen- 
Pufferlésung von der Wasserstoffzahl 7,4 und Bestimmung der Differenz 
zwischen dem dabei gefundenen NaOQH-Verbrauch und dem der jedesmal 
neu angestellten Kontrolle von 5 cem n/50 HCl gegen 5 eem n/50 NaOH. 
Die Titration erfolgte aus einer in Hundertstel Kubikzentimeter geteilten 
Mikrobiirette (TropfengréBe 0,03 cem). Die n/50 HCl-Lésung war aus 
einer von der Firma Kahlbaum gelieferten n/10 Loésung mit garantiertem 
Titer (,,zu Enzymstudien nach Sérensen‘*) hergestellt. Die n/50 NaOH- 
Lésung wurde durch Titration danach eingestellt. Zum Schutz gegen die 
Einwirkungen des Glases und der Luft wurde sie in einer innen paraffinierten 
Flasche aufbewahrt, die mit einem seitlichen Ansatzrohr der Mikrobiirette 
in fester, durch Paraffin abgedichteter Verbindung stand, so zwar, dal 
nach Offnung eines eingeschalteten Quetschhahns die Biirette durch Heber- 
wirkung sich automatisch fiillte. An den Stellen méglicher Kommunikation 
mit der AuBenluft wurde Natronkalk vorgelegt. Bei dieser Anordnung 
war die von Haskins und Osgood!) empfohlene Aufbewahrung der Lauge 
in kleinen Einzelportionen unnétig. Als Indikator diente Neutralrot. 
Die Vergleichslésung wurde nach Sorensen aus primiirem und sekundarem 
Phosphat gemischt nach dem Rezept: 


Bae BM Ole 6s neces bere DBT G 
4 3 eee eek 
Aqua dest. (ausgekocht) . . . ad 1000 


1) Nach dem Referat im KongreBzentralbl. 18, 514, 1921. 
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Die Erkennung der Farbgleichheit wurde nach dem Muster des Kom- 
parators von Walpole dadurch erleichtert, da hinter der Vergleichs- 
flissigkeit eine Mischung von Kaliumsulfat und Bariumchlorid mit der 
erforderlichen Triibung, hinter der Versuchsfliissigkeit reines Wasscr auf- 
gestellt und gegen durchfallendes Licht beobachtet wurde. 

Im AnschluB8 an die Titration nach van Slyke wurde die Rohonyische 
Methode ausgefiihrt. Nach halbstiindigem Stehen der Serum-Alkohol- 
mischung wurde durch gehirtete Faltenfilter filtriert und 7,7 cem des 
Filtrats mit n/100 HCl bis zum Auftreten der sauren Farbung titriert. 
Hierzu war cine zweite Mikrobiirette vorhanden, deren Tropfengré8e ent- 
sprechend ihrer kleineren lichten Weite und feineren Spitze nur 0,02 eem 
betrug. 

eatiliensianeaniinii ergaben bei beiden Methoden durchschnittliche 
Unterschiede von 0,01 bis 0,03 cem. Beide Methoden wurden nur bei 
‘Tageslicht und daher in der zeitlichen Reihenfolge stets zuerst ausgefiihrt. 

An dritter Stelle folgte die direkte Bestimmung des CO,-Gehalts in 
0,lcem Serum durch Analyse mit dem kleinen Differentialapparat von 
Barcroft. Das Serum wurde bis dahin in den Eisschrank gebracht. 

Dem Zweck der Arbeit geniigte die Untersuchung beim atmo- 
sphirischen CO,-Teildruck, so-daB die ,,kiinstliche Lunge‘‘, das Tono- 
meter zur Herstellung willkirlicher Kohlensiurespannungen auBer An- 
wendung bleiben und die SchiittelgefaBe einfach aus einer 0,1 ccm- 
Pipette gefiillt werden konnten. Es brauchte auch hier die Berithrung 
der Versuchsfliissigkeit mit der AuBenluft nicht verhiitet zu werden. 

Die absoluten Werte der ausgefithrten Bestimmungen bewegten 
sich in ziemlich weiten Grenzen. Inwieweit dabei pathologische Ver- 
hiltnisse eine Rolle spielten, wurde nicht niher gepriift. Die Frage 
nach den absoluten und den Durchschnittswerten trat in den Hinter- 
grund, da es vor allem darauf ankam, das Verhalten der Endergebnisse 
zueinander bei relativ gleichen Versuchsbedingungen zu beobachten. 

Aus der Gegeniiberstellung der mit den drei Methoden gewonnenen 
Werte ist zuniichst ersichtlich, daB die Titration nach van Slyke durch- 
weg die héchsten, die Titration nach Rohonyi durchweg die niedrigsten 
Zahlen ergibt. Die Ergebnisse der CO,-Analyse stehen den Zahlen der 
Rohonyischen Methode niher wie denen der van Slykeschen. Die 
Differenzen zwischen der CO,-Analyse und der van Slykeschen Titration 
sind betrichtlich, sie bewegen sich zwischen 15 und 20 Vol.-Proz., die 
Differenzen zwischen CO,-Analyse und Rohonyischer Methode betragen 
2 bis 10 Vol.-Proz. Wahrend aber die Differenzen van Slyke — CO,- 
Analyse — eine Haufung um 15 Vol.-Proz. zeigen, ist in den Differenzen 
— CO,-Analyse — Rohonyi keine Gesetzmabigkeit erkennbar. 

Zur Erklarung der beobachteten Differenzen unter den drei 
Methoden bedarf es zuniichst einer Wiirdigung der Frage, ob die Uber- 
einstimmung der Vorbedingungen hinreicht, um als Grundlage fiir einen 
Vergleich zu dienen. Hierbei ergibt sich aus dem grundsitzlich ver- 
schiedenen Vorgehen der drei Methoden, da8 durch Herstellung der 
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CO,-Spannung der AuBenluft nicht iiberall gleiche Voraussetzungen 
geschaffen werden kénnen. 

Die gasanalytische Methode bestimmt die Menge von CQ,, die 
aus 0,l ccm Blut durch Zusatz von Weinsiure freigemacht werden 
kann. Alkali, das nicht an Kohlensiiure gebunden ist, erscheint daher 
hier in den Endwerten nicht, gleichviel bei welcher CO,-Spannung die 
Analyse vorgenommen wird. 

Die beiden titrimetrischen Verfahren dagegen bestimmen den 
Gesamtalkaligehalt bzw. das ganze Siurebindungsvermégen.  Folge- 
richtigerweise kénnte hier das Endergebnis nicht einfach als CO,-Vol.- 
Prozent ausgedriickt werden, da auch jenes Alkali mit einbegriffen ist, 
das fiir CO,-Bindung nicht zur Verfiigung steht, sei es wegen Bindung 
an stirkere Siuren oder an EiweiBkérper, die nach der chemischen 
Vorstellung in diesem Falle der CO, gegeniiber die Rolle einer starkeren 
Saure spielen kénnten. Fiir solche Bindung kommen in Betracht die 
Phosphorsiiure und die Serumeiweibkérper. 

Das Vorhandensein von Alkali in derartiger Bindung wurde durch 
Untersuchungen von Zuntz und Loewy') festgestellt und spater von Rona 
und Gyérgy*) bestitigt. Letztere Autoren berechnen die Menge dieses 
»nicht dialysierbaren“‘ Alkali zu 10 bis 15% der Gesamtmenge. Die An- 
schauungen Robertsons*), die allerdings nicht unwidersprochen blieben‘), 
gingen dariiber hinaus bis zu der Annahme, da®B die siurebindenden Va- 
lenzen der Eiwei®kérper im Serum ein Fiinftel der Gesamtbindungsfihigkeit 
ausmachten. 

Bei der Rohonyischen Methode mu8 naturgemif das Alkali, das 
an Eiwei8 gebunden ist, mit der Ausfillung der Eiwei®kérper durch 
Alkohol aus dem Titrationsergebnis verschwinden, ferner auch der 
Betrag an CO, unbestimmt bleiben, der in den von Rona und Gyérgy 
angenommenen ,,Carbaminoproteinen“ festgelegt wire. Dies sind aus- 
reichende Griinde fiir die Erscheinung, daB die Rohonyische Methode 
grundsitzlich die niedrigsten Zahlen liefert. 

Das Vorgehen der van Slykeschen Titration nach den Original- 
verfahren ist ein wesentlich anderes. Hier wird das Blutplasma von den 
K6rperchen getrennt unter Erhaltung der im Venenblut herrschenden 
Kohlensiurespannung. Der Chemismus des so gewonnenen Plasmas 
unterscheidet sich von dem in der hier angewendeten Weise vor- 
behandelten Serum um alle Anderungen, die durch Tonenaustausch 
zwischen Serum und Blutkérperchen beim Schiitteln des Gesamtblutes 
mit Luft vor sich gehen. Wenn auch iiber diese Vorgiinge noch keines- 
wegs volle Klarheit besteht, so ist doch sicher, daB.der Bikarbonatgehalt 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 58, 1894. 

2) Diese Zeitschr. 56, 416, 1913. 

3) Journ. of biol. Chem. 6, 313, 1909; 7, 351, 1910. 
4) L. Henderson, ebendaselbst 7, 29, 1909. 
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in beiden Fallen ein betrichtlich verschiedener ist. Das van Slykesche 
Originalverfahren muB héhere Werte liefern als die in der vorliegenden 
Arbeit gebrauchte Modifikation. Die GréBe der zu erwartenden Diffe- 
renzen kommt hier jedoch wegen der ganz anders gelagerten Versuchs- 
bedingungen nicht zum Ausdruck. Die erwihnte Abweichung von der 
van Slykeschen Methodik sollte hier auch gar nicht einem Vergleich 
mit der Originalmethode dienen, sondern fiir den Vergleich mit dem 
Rohonyischen und dem gasanalytischen Verfahren ein Serum von 
demselben Bicarbonatgehalt schaffen. Das Versuchsobjekt war also 
fiir die drei Methoden dasselbe. Die Verschiedenheiten der Methodik 
muften trotzdem differierende Ergebnisse vorher sehen lassen. Denn 
in einem und demselben Serum bestimmte die gasanalytische Methode 
den CO,-Gehalt, die Rohonyische den Alkaligehalt, die van Slykesche 
das Saiurebindungsvermégen. 

In einer ersten Reihe von Versuchen teils mit defibriniertem, teils 
mit Oxalatblut wurde nur die Rohonyische und die gasanalytische 
Methode nebeneinander angewendet. Die Ergebnisse sind in den 
Tabellen I und II zusammengestellt. Doppelbestimmungen lieferten 
bei beiden Methoden unter sich gute Ubereinstimmung. Es kamen 
jedoch auch bei den von vornherein als normal anzusehenden Fiillen 
gréBere Abweichungen von der ,,mittleren Carbonatzahl** 1,42 zur 
Beobachtung, als sie nach den Angaben Rohonyis dem Bereich der 
Norm entsprechen sollten. Insbesondere ergaben sich zu Anfang der 
Untersuchung haufig auffallend hohe Zahlen. Die Nachpriifung durch 
Titration desselben Blutes nach verschieden langer Liiftungszeit fiihrte 
zur Uberzeugung, da® in diesen Fallen der CO,-Ausgleich mit der 
Atmosphire nicht geniigend weit erreicht war. Die fraglichen Versuche 
blieben daher unberiicksichtigt. Andererseits lag aber auch wiederholt 
die Carbonatzahl unter dem von Rohonyi als normal bezeichneten 
Minimum 1,25 bei Personen, die klinisch nicht den geringsten Anhalt 
fiir Bestehen und Annahme einer Azidose boten. Es wird in dieser Frage 
eine zuverlaissige Abgrenzung der normalen Variationsbreite nicht ohne 
genauere Kenntnis des Abnormen und mancher vorerst noch nicht im 
einzelnen erfaBter iuBerer und individueller Einfliisse méglich sein. 
Der Zusammenhang zwischen klinischer Diagnose und Héhe des 
CO,-Gehalts im Blut war hier nicht Gegenstand der Untersuchung 
und schien ohne Einwirkung auf die Differenz der Ergebnisse beider 
Methoden. Im allgemeinen gingen diese annihernd parallel, so dab 
ungewohnlich niedrige Werte in gleicher Weise erkennbar wurden. Die 
Differenzen bewegten sich aber schwankend zwischen 1,73 und 10,53 Vol.- 
Prozent. Es kam.die Méglichkeit in Betracht, daB verschieden hoher 
tiweiBgehalt des Serums mit entsprechend verschiedener Alkalibindung 
durch die EiweiBkérper als Ursache der Schwankungen eine Rolle 
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Tabelle I. Menschliches Oxalatblut. 
: Be Rohonyi Gasanalyse 
Name b3 = Diagnose , , Dittes 
Pe! < ' c | pele Mitte Nol* | Mitte | rene 
R.O. o& 45 | Rekurrensparese 1,06 23,7 29,67 
1,07 23,96 23,85 30,94 30,30 6,45 
H.G. oo | 28 Normalfall . 1,18 26,43 
1,19 26,65 26,54 35,0 8,46 
M.B. Q 34. Lues II 1,07 23,96 29,56 
7h: — 27,52 | 28,54'| 4,58 
B. J. co 21. Gripperekon- 1,29 28,89 36,38 
valeszenz 1,32 | 29,56 | 29,22 | 35,27 | 35,97 6,75 
S.E. 92 53. Klimakt. Be- 1.43 32,05 
schwerden 1,41 31,58 | 31,32 | 39,22 7,90 
140 31,36 
D.M. 2 37. Obstipation 1,42 31,80 
1,42 31,80 37,95 37,95 6,15 
Dp. M. 41 Mitralstenose. 1,17 26,20 30,08 
1,16 25,98 26,00 30,50 30,29 4,29 
K. F 60 Mvyodegeneratio 1,42 31,80 39,89 
ecordis 1,43 32,03 31,82 38,58 | 39,23 7,41 
1,43 | 32,03 
C.0. > o 76 Prostatahyper- 1,06 23,74 26,86 
trophie 109 24,41 24,07 25,69 26,27 2,20 
ee 51. Arthritis chron. 1,48 33,13 
1,50 | 33,58 | 33,35 | 42,77 9,42 
W.I. 43 Vasomotorismus 1,47 32,91 
1,46 32,69 32,80 37,07 4,27 
R. W.) ot 7 | Normal 1,55 34,70 37,97 3,37 
H.I. 2 55 Tb. pulm.. 1,66 37,16 
1,69 37,83 37,49 46,63 9,14 
T.E. (ot 37. Funkt. Stérung 1,62 | 36,27 45,22 8,95 
H. K.| 2 52 | Psychose 1,60 35,82 
1,57 35,47 35,64 41,69) 6,05 6,05 
I.K. go 34. Funkt. Magen- 1,39 | 31,12 
storung 1,38 30,90 31,01 38,97 7,96 
T.N. | ot 30 | Tb. pulm. . 1,60 35,84 46,37 10,53 
8.D. 2 45  Lues ITI 1,44 32,69 
1,46 32,24 32,46 39,0 6,54 
E.H. |o 70 | Asthma bronch. 1,24 27,77 
1,27 | 28,43 | 28,10 33,75 5,65 
P.P. (co 30 | Obstipatiospast. 1,10 24,64 30,54 5,90 
B.A. 9 | 38  Schrumpfniere . 0,83 18,58 21,91 
Uriim. Sympt. 0,84 18,80 18,66 24,39 23,15 4,49 
K. A. | o |) 33.) Diabetes mel. 1,49 33,36 41,99 
1,47 | 32,91 33,13 | 42,96 42,47 9,34 


spiele. Diese Vermutung lieB sich jedoch durch refraktometrische Be- 


stimmung des EiweiBgehalts nicht sicher bestatigen. 


(S. Tabelle III.) 


Es ist freilich eine offene Frage, ob dem refraktometrisch bestimm- 
baren EiweiBgehalt die Alkalibindung durch Eiweif direkt proportional 


ist. 


In keinem Falle werden wir annehmen diirfen, 


daB die Schwan- 


kungen der Differenzen aus dem Eiwei®gehalt allein erklirbar seien. 
Es liegt vielmehr nahe, sie aus den Figentiimlichkeiten der Methodik 
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Tabelle II. Defibriniertes Menschenblut. 








a Rohonyi |  Gasanalyse | 
Name [23 = iagnose : , ~ | Diffe- 
. re! < one c | pole | mitter | Nok | ittel | tenz 
V.A. | 2/46 Klimakt. Be- 1,40 | 31,36 
schwerden 1,40 | 31,36 37,26 5,90 
C.H. | o | 23. Vasomotorische 1,39 | 31,13 38,60 
Stoérungen 1,41 | 31,58 | 31,35) 40,30 | 39,40 | 8,05 
K.M. || 2 | 27 | Normal. . . . || 1,46 | 32,70 33,92 
| 1,44 | 32,25 32,47 34,69 34,30) 1,73 
W.E., 2 | 22 | Obstipation 1,76 39,42 44,40 
1,74 | 38,97 39,34 45,03 44,71 5,37 
| 1,77 | 39,64 
K.C. | o | 27. Obstipation 1,58 | 35,39 37,54 
37,66 | 37,60 2,21 
K. K. ||o' | 35 | Normal... . 1,58 | 35,39 41,33 
| 43,10 42,21 6,82 
H.L. ot} 69  Prostatahyper- 1,16 | 25,98 28,35 | 
trophie 1,17 | 26,20 26,09 29,18 28,76 2,67 
H.P. | o | 32 | Gripperekon- 1,54 | 34,49 42,73 
valeszenz 1,57 | 35,16 34,82 44,56 | 43,64 8,82 
B.P. | ot | 35 Obstipation 1,49 | 33,37 
1,50 | 33,60 33,45 | 36,72 3,27 
|| 1,49 | 33,37 
H.W. || co" | 22 | Scabies . 1,44 | 32,25 37,42 
| 1,45 | 32,48 | 32,36 38,01 37,71 5,35 
8. K. o | 23. Funkt. Magen- 1,50 | 33,60 
storung 1,52 | 34,04 40,96 
1,52 | 34,04 34,07 41,16 41,06 6,99 
1,54 | 34,60 
F.B. | co | 43 | Syphilophobie 1,62 | 36,28 42,20 
eee 1,60 | 35,84 | 35,98 |43,44 42,98 7,00 
1,60 | 35,84 43,30 
F.R. | ot | 68 | Arhythmie. . . | 1,38 | 30,89 
1,36 | 30,46 | 30,67 | 33,67 3,00 
-H. | 2 50 , Ovarialkystom . 1,10 | 24,64 | 
1,08 | 24,19 | 24,41 | 34,82 10,41 
R. K. | 9 | 64  Hypertonie . . || 0,88 | 19,70) 23,16 | | 
0,87 | 19,48 | 19,59 23,95 | 23,37 3,78 
G.E.| 9 44 Funkt. Stérung 1,41 | 31,58 | 


1,44 | 32,25 | 31,91 | 38,77 | 6,86 


Tabelle III. 





, EiweiB- 
Guicntpne mbit Refraktometerwert | Pooteahasinett 

9,12 61,6 8,62 
7,90 60,56 8,40 
7,41 63,8 9,09 
6,17 61,4 8,59 
6,15 58,00 7,84 
4,29 55,85 1,3 


2,14 52,2 6,59 
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zu begriinden. Am ehesten ist hierbei der einschneidende Eingriff, den 
die Ausfillung der EiweiBkérper aus dem Serum bei der Rohonyischen 
Methode darstellt, dafiir verantwortlich zu machen. Durch Adsorption 
an die Oberflache der EiweiBkolloide kann sehr wohl ein Teil des Alkalis 
beim Niederschlag mitgerissen werden. Die physikalischen Um- 
wilzungen, die bei der Fallung vor sich gehen, lassen sich aber auch bei 
moglichst gleichmaBbigem Vorgehen nicht in jedem Einzelfalle auf genau 
gleiche Weise zum Ablauf bringen; FlockengréBe und adsorbierende 
Oberfliche werden auch bei vorsichtigster Technik nicht immer die- 
selben sein und wesentlich zum Auftreten der gefundenen Schwankungen 
mit beitragen. In einem dariiber angestellten Versuche wurde ein Teil 
Blutserum rasch und fast ohne Umschiitteln zum Alkohol gemischt, 
ein weiterer tropfenweise und unter grindlichstem Schiitteln. 

Die Titrationsergebnisse waren im ersten Falle: 

1,56 cem n/100 HCl = 34,94 Vol.-Proz. CO, 
LOT: xis % » = 35,16 ee sb 

Im zweiten Falle: 

1,83 cem n/100 HCl = 40,99 Vol.-Proz. CO, 
1,87 05 95 - 41,88 % ” 

Alle bisherigen Versuche waren an menschlichem Blut aus dem 
ambulanten Krankenmaterial der Medizinischen Poliklinik Halle a. 8. 
ausgefiihrt. Bei der Heranziehung der dritten, van Slykeschen Methode 
zur Alkaleszenzbestimmung reichten die fiir gew6hnlich zur Verfiigung 
stehenden Blutmengen nicht mehr aus, zumal méglichst auch Doppel- 
bestimmungen angestrebt wurden. Deshalb wurde im folgenden defi- 
briniertes, frisch vom Schlachthaus bezogenes Rinderblut benutzt: 
Kine Ubersicht iiber die gefundenen Werte bietet Tabelle [V. Bei der 
van Slyke-Titration ist jeweils die Zahl der zur Serumtitration und zur 
NaOH—HCl-Kontrolle verbrauchten Kubikzentimeter n/50 NaOH 
angegeben, die gebundene Salzsiure als NaHCO, und die daraus be- 
rechnete Anzahl Volumprozente Kohlendioxyd. Die Berechnung 
erfolgte wie bei van Slyke aus dem Normalvolumen des Gasgramm- 
molekiils. Die Differenz der gasanalytischen und der van Slyke -Titra- 
tionswerte bewegte sich meist zwischen 15 und 16 Vol.-Proz.CO,. In 
dem einen Falle mit azidotisch niedrigen Werten (Nr. 11) stieg sie bis 
27,3 Vol.-Proz. Leider war keine Gelegenheit, das Verhalten bei natiir- 
licher Azidose sonst zu beobachten. Die Verhiltnisse bei experimenteller 
Saiuerung wurden von van Slyke und seinen Mitarbeitern selbst ge- 
priift!). Ob bei natiirlicher Azidose dieselben Ergebnisse erwartet werden 
diirfen, hingt davon ab, inwieweit das Experiment dieselben Be- 
dingungen schaffen kann. Hierbei ist mit einer Beeinflussung des 


1) Journ. of biol. Chem. 38, 167, 1919. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 39 
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Dissoziationsgrades der vorhandenen Saure durch die bei der Titration 
zugefiigte n/50 Salzsiiure zu rechnen; dieser Faktor wird eine von der 
Starke beider Siuren abhangige Variable sein. Man kénnte daher ver- 
muten, daB “bei Azidose das Bindungsvermégen fiir Salzsiure weniger 
stark beeintrichtigt wire als fiir CO, und die van Slykesche Titration 
dementsprechend kein klares Bild liefern wiirde. Der Versuch Tabelle IV, 
Nr. 11 lieBe sich in diesem Sinne deuten. Van Slyke selbst fand jedoch 
in dem mit Essigsiure versetzten Blut das Umgekehrte : bei zunehmender 
Sauerung zeigte das Titrationsverfahren einen geringeren Alkali- bzw. 
CO,-Vol.-Proz.-Gehalt wie die Gasanalyse. Zur Erklirung der Er- 
scheinung wurde angenommen, daB die Kohlensiturebindung, d. h. das 
Natriumbicarbonat, bis zu einem gewissen Grade durch vermehrten 
Kinsatz sonstiger siurebindender Valenzen aufrecht erhalten wiirde. 
Jedenfalls ist durch die Versuche mit kiinstlicher Azidose noch nicht 
sichergestellt, daB die Bestimmung des Salzsiiurebindungsvermégens 
im Plasma mit geniigender Genauigkeit als MaBstab der Alkalireserve, 
d.h. der vorhandenen CO,-Bindungsfihigkeit dienen kann. 

Von der Rohonyischen Methode liBt sich behaupten, daB sie dieser 
Anforderung nicht geniigt, denn abgesehen von den erwaihnten Fehler- 
quellen, die hier aus der Vorbehandlung des Serums flieBen, wihit sie 
die zwar einfachste, aber ungiinstigste C O,-Spannung zur Untersuchung. 
Dies wird am deutlichsten, wenn man das Verhalten des C O,-Bindungs- 
vermégens nach dem Verfahren von Straub bei verschiedener CO,- 
Spannung betrachtet und als Kurve in einem Koordinatensystem dar- 
stellt mit der CO,-Volumprozentzahl als Ordinate und der CO,-Spannung 
als Abszisse. Die entstehende Kurve weist im Anfangsteil immer eine 
starke Steigung auf und wird erst bei einer CO,-Spannung von 10 bis 
20 mm etwas flacher. Erst in diesem Teil kommen die Differenzen der 
Ordinatenwerte von normalen und azidotischen Kurven voll zur Geltung. 
Bei so niedrigen Spannungen, wie man sie durch Schiitteln des Blutes mit 
Luft zu erreichen sucht, sind sie noch sehr gering. Die méglichen Fehler 
werden daher hier relativ groB gegen die gesuchten Unterschiede. Sie wer- 
den aber auch absolut groB. Denn bei der stark steigenden Kurve ent- 
spricht einer ganz geringen Differenz zweier Abszissenpunkte eine sehr 
groBe der dazu gehérigen Ordinaten. D. h. minimale Schwankungen 
der CO,-Spannungen, wie sie durch unvollkommenes Schiitteln oder 
durch zufillige Anderungen des CO,-Gehalts der Luft bedingt sein 
kénnen, machen am Versuchsergebnis fast so viel oder noch mehr aus 
wie eine vorhandene Azidose. 

Ob die Rohonyische Methode mit dieser unsicheren Basis noch 
ausreicht, um dem Praktiker einen diagnostischen Hinweis zu bieten. 
ist mindestens zweifelhaft. Absolut unzulissig ist es aber, sie als Hilfs- 
mittel fiir wissenschaftliche Untersuchungen zu benutzen, wie dies 
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kiirzlich von Sebastian Busa+) geschah. Denn hier kommt es nicht auf 
einen diagnostischen Anhalt, sondern auf unbedingte Zuverlassigkeit 
der absoluten Zahlenwerte an. Fiir solche Zwecke erweist sich die Gas- 
analyse mit Aufnahme der CO,-Bindungskurve als das Verfahren der 
Wahl. Nach einmal erfolgter Beschaffung der Apparate ist die Aus- 
fiihrung der CQ,-Analyse mit den Differentialmanometern in keiner 
Weise komplizierter als die Titrationsmethoden, bei denen die Not- 
wendigkeit labiler Standardlé6sungen immer eine mindestens ebenso 
sorgfaltige und schwierige Arbeitstechnik erfordert. Bei der van Slyke- 
schen Originalmethode kommt noch hinzu die Umstiandlichkeit der 
MaBnahmen, die zur Erhaltung der normalen CO,-Spannung des Venen- 
blutes bis nach erfolgter Trennung des Plasmas von den Blutkérperchen 
getroffen werden miissen. 


Zusammenfassung. 

Zur Priifung der Frage, ob die gasanalytische Methode zur Be- 
stimmung der Alkalireserve des Blutes durch einfachere Titrations- 
verfahren ersetzt werden kann, wurden die Ergebnisse der exakten 
gasanalytischen Methode mit den Titrationsverfahren von Rohonyi und 
von van Slyke verglichen. Die Bestimmungen wurden stets an Blut 
ausgefiihrt, das mit atmospharischer Luft bis zu méglichst weitgehendem 
Ausgleich der Gasspannung geschiittelt war. 

Die Ergebnisse der drei Methoden stimmen nicht iiberein. Das 
Verfahren von van Slyke gibt stets erheblich zu groBe, das von Rohonyi 
zu kleine Werte. Die Abweichungen von dem gasanalytischen Werte 
sind inkonstant und schwanken sehr betrichtlich, nicht erkennbar 
abhangig vom EiweifBgehalt des Serums. Das Vorgehen bei der Eiweif- 
faillung beeinfluBt den Fehler des Titrationsergebnisses. 

Die Titrationsverfahren in der vorliegenden Form sind fiir klinische 
Zwecke ungenau, fiir wissenschaftliche Untersuchungen ganz zu ver- 
werfen. Die Bestimmung der Kohlensiurekapazitat bei der CO,- 
Spannung der atmosphirischen Luft, die von Rohonyi geiibt wird, 
bedeutet eine grofe und inkonstante Fehlerquelle. 

Das gasanalytische Verfahren ist bei guter Technik einfacher und 
viel genauer als die Titrationsverfahren, die wegen Verwendung CO,- 
empfindlicher, stark verdiinnter Titrationslésungen eine subtile Technik 
verlangen und wegen der erforderlichen Vorbehandlung zeitraubender 
sind als das gasanalytische Verfahren. 


') Nach dem Referat im KongreSzentralbl. 22, 196, 1922. 


$ 
e 
¥ 
& 
¥ 








auf 
keit 
7as- 


der 
\us- 
iner 
Not- 
Nso 
yke- 
der 
1en- 
hen 


Be- 
ns- 
ten 
ind 
slut 
lem 


Das 
nyt 
rte 
bar 
iB- 


Dy 
rd, 


nd 


‘ 2 
vik 
ler 





ite aan 


i a aE 








Studien iiber die bakteriellen Toxine. 


Ill. Mitteilung. 
Bildung des Diphtherietoxins 


Von 
L. E. Walbum. 
(Aus dem Statens Seruminstitut, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1922.) 


Die Frage, wie die Toxine gebildet werden, ob sie in fertig ge- 
bildetem Zustande von der Bakterienzelle wihrend des Wachstums 
ausgeschieden werden, ob sie von der Zelle erst nach deren Absterben 
los kommen, oder ob sie ihre schlieBliche Form erst auberhalb der Zelle 
in dem umgebenden Substrat finden, wurde trotz vieler diesbeziiglicher 
Diskussionen nie endgiiltig entschieden. 

Man glaubte friither zwei verschiedenartige Toxintypen unter- 
scheiden zu kénnen, und zwar die Hktotorine, welche sehr leicht und 
waihrend des Wachstums der Bakterien von der Zelle ausgeschieden 
werden und deshalb in groBen Mengen im Substrat sich finden, und 
die Endotoxine, welche an dem Zellprotoplasma haften, weshalb sie 
entweder gar nicht oder nur in geringen Mengen in den Kulturfiltraten 
zu finden sind. Diese Annahme lie6 sich in wissenschaftlicher Beziehung 
nicht aufrecht halten, indem die Grenzen beider Toxintypen sich als 
hochgradig flieBend erwiesen. Die gewodhnliche Auffassung ist wohl 
jetzt die, daB die Toxine intrazellular als Resultat der Zelltatigkeit 
gebildet werdén, und daB sie bei den verschiedenen Toxinen mehr oder 
weniger leicht von der Zelle getrennt werden, entweder wahrend diese 
noch lebt (als eine Art von Sekretion) oder nach ihrem Absterben (durch 
Autolyse). 

Nach dem Resultat der Untersuchungen zu urteilen, die ich im 
Laufe der Jahre iiber die Bildungsweise der Toxine unternommen 
habe, scheint diese Auffassung jedenfalls nicht immer stichhaltig zu 
sein. Meine Versuche auf diesem Gebiete umfabte das Diphtherietoxin 
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und das von den Staphylokokken produzierte hamolytisch wirksame 
Staphylolysin, welche beide typische Beispiele solcher Bakteriengifte 
sind, die in groBer Menge in den Kulturfiltraten zu finden sind. 

Meine Versuche mit Staphylolysin in den Jahren 1908 bis 1909 (1) 
haben mich davon iiberzeugt, da jedenfalls dieses Toxin gréBtenteils 
auBerhalb der Zelle fertig gebildet wird. Diese Beobachtungen haben 
mich zur Aufstellung der Theorie veranlaBt, daB das Staphylolysin 
durch die Einwirkung eines von den Mikroben ausgeschiedenen, in 
physiologischer Beziehung unwirksamen Korpers — ein ,,Prolysin‘* — 
auf Bestandteile im Substrat (Albumosen) gebildet wird. 

Bei entsprechenden Versuchen mit Diphtherie- und Tetanustoxin 
wurde es wahrscheinlich gemacht, daB die Bildung dieser Toxine auf 
prinzipiell ahnliche Weise vor sich geht. 

Trotzdem diese Auffassung von der gewohnlichen abwich, indem 
die Versuche zu zeigen schienen, da die Toxine ihre endgiiltige Form 
ectrazellular erwerben, veranlaBte sie jedoch nicht, daB die Frage von 
anderer Seite von diesem neuen Gesichtspunkte aus zur Untersuchung 
aufgenommen wurde. Erst 1921 wurden von P. Moloney und L. Hanna (2) 
die Resultate einiger Versuchsreihen veréffentlicht, welche zeigten, 
daB sie betreffs der Bildungsweise der Toxine aihnliche Gedanken hegten. 
Die Verfasser haben mit Diphtherietoxin gearbeitet und finden ebenfalls, 
da®B wihrend des Wachstums der Bakterien eine atoxische Substanz 
ausgeschieden wird, deren Wirkung sie mit meinen Protoxinen ver- 
gleichen. 

Im AnschluB an andere Untersuchungen iiber die Toxine und deren 
Bildung (3, 4) habe ich durch einige Versuchsreihen diese alte Frage 
in ihrer Beziehung zum Diphtherietoxin wieder aufgenommen. 

Ebenso wie bei den fritheren Versuchen, habe ich auch jetzt die 
fertiggestellten, filtrierten Toxine verwendet, aber auBerdem habe ich 
durch Zerteilung der Bakterien und darauf folgendes Auslaugen versucht, 
das hypothetische Protoxin freizumachen. 


Versuche mit filtriertem Toxin. 


Das zur Verwendung gekommene Toxin war in der iiblichen Weise 
und mittels des Bazillus ,,Park Williams Nr. 8° dargestellt worden. 

1 Tl. von diesem filtrierten Toxin wurde mit | Tl. gewéhnlicher 
Peptonbouillon (mit 2°, Wittepepton) oder mit 1 Tl. 4proz. Lésung 
von Wittepepton gemischt und die Mischungen in den Brutschrank bei 37° 
gestellt. Nach den angefiihrten Zeiten wurden Proben entnommen, 
in welchen D. m. 1. fiir Meerschweinchen auf 250 g festgestellt wurde. 
Wahrend dieser Messungen wurden die Toxinproben im Kiihlraum bei 
etwa 2 bis 4° aufgehoben. 
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Tabelle I. 
1 Toxin + 1 Bouillon | weer oe 
4. > oxin t 
Versuch 1 Versuch 2. || setae 

D. m.! D. m.1 i D.m.1. D. m. 1. 
foo) ee es 0.00384 0,0034 0,0034 0,0034 
0 Minuten. .... 0,006 06,0034 > 0,005 0,0034 
5 Stunden... .. 0,001 0,002 ae ve 
6 29 ee ee ie — ~ 0.0024 — 
16 ‘<i oe cee ~- - 0,004 | 0.0042 
18 = nage ay 0,008 = ate 
48 ss ae cor — —_ 0,006 
52 se pie ahitee fy — 0,01 ~ 
84 Anges A Pegs 0,01 a 


Versuche mit Bakterienextrakten. 

Die verwendeten Extrakte wurden folgendermaben dargestellt : 

Die Bakterien einer sechs bis zehn Tage alten Bouillonkultur 
wurden mittels eines gewéhnlichen Papierfaltenfilters abfiltriert, die 
Bakterienmasse drei- bis viermal mit physiologischer Natriumchlorid- 
lésung durch Zentrifugieren gewaschen und danach etwa eine halbe 
Stunde mit fein gepulvertem Quarz in einem groBen Porzellanmérser 
gerieben. Die ganze Masse von Bakteriensubstanz und Quarzpulver 
wurde in einer passenden Menge destillierten Wassers, wozu eine geringe 
Phosphatmenge getan war, so daB p, auf etwa 7,8 bis 8,0') gebracht 
worden war, aufgeschwemmt, stand darauf sechs Stunden im Brut- 
schrank bei 37° und wurde dann durch Papier filtriert. 

Mischungen von diesem Extrakt mit Peptonbouillon oder 4proz. 
Wittepeptonlésung in den angefiihrten Verhiltnissen wurden in den Brut- 
schrank bei 37° gestellt und die Toxinmenge in den zu den ver- 
schiedenen Zeiten entnommenen Proben gemessen. 








Tabelle II. 

| 1 Extrakt 1 Extrakt ; 

|! + 3 Bouillon + 3 Pepton Extrakt 1 + 3 

D. m. 1. D. m. 1. D. m. |. 

Wrtrekt: 0:48 ich odw bs 0,72 0,72 0,72 
a rr 04 0,84 0,72 
6 @tunden ......... 0.4 — 
6 * Ya es ae ey oe Bo -- 0,72 0,72 
16 he eee geek Wea ae 0,16 ba ; 
18 +o > 0,72 0.8 
40 vs — 0,72 > 1.0 
48 »» > 10 aa me 
84 wt -— 0,56 >14 


1) Eine Versuchsreihe zeigte, daB die besten Extraktionsbedingungen 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration von py 8 sich finden. 
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Es geht aus diesen Versuchen hervor, da sowohl das filtrierte 
Toxin als der Bakterienauszug durch die Einwirkung auf Peptonbouillon 
starker wird, und es handelt sich keineswegs um eine geringe VergréBerung 
der Wirkung, indem das filtrierte Toxin etwa dreimal und der Bakterien- 
auszug etwa viermal stiirker geworden ist. 

Die Wirkung der Peptonlésung scheint dagegen etwas schwiicher 
zu sein, und zwar besonders auf den Bakterienauszug. Beim Vergleichen 
mit der Kontrolle geht jedoch hervor, daB sich auch hier eine Wirkung 
feststellen laBt. 

Aus den Tabellen ist es ferner ersichtlich, daB die Toxizitat der 
Mischungen unmittelbar nach dem Mischen oft etwas herabgesetzt ist. 

Die von mir friiher aufgestellte Theorie, daB die Bakterien wahrend 
des Wachstums ein ungiftiges ,,Protoxin‘s ausscheiden, welches durch 
Einwirkung auf auBerhalb der Zelle sich findende Kérper Toxin bildet, 
wird somit von den Versuchen gestiitzt. 

Da®B die Vermehrung der Toxizitit von einer Bildung von Diph- 
therietoxin herriihrt, darf als sichergestellt betrachtet werden, indem 
die Mischungen sich durch Zusatz einer geringen Menge von Diphtherie- 
antitoxin vdllig neutralisieren lassen, wihrend eine etwa zehnmal 
so groBe Menge normalen Pferdeserums vollstiindig wirkungslos ist. 

Es hat sich bei meinen friiheren Versuchen mit Staphylolysin 
gezeigt, daB dieser AktivierungsprozeB mittels Wittepepton (d. h. mit 
den darin enthaltenen Albumosen) selbst bei 0° mit einer so groben 
Schnelligkeit vor sich ging, daB diese sich nicht messen lieB. 

Der zwischen dem Diphtherieprotoxin und den_,,aktivierenden* 
K6rpern im Substrat (Albumosen ?) sich abspielende ProzeB verliuft 
dagegen relativ langsam und klingt erst nach mehreren Stunden ab. 

Schon 1909 hatte ich meine Aufmerksamkeit auf die Méglichkeit 
gelenkt, daB diese Aktivierungsprozesse vielleicht von enzymatischer 
Natur sein kénnten, aus der oben angefiihrten Ursache lie sich aber 
dies kaum fiir das Staphylolysin annehmen, als aber mehrere Umstinde 
darauf deuteten, daB das fertig gebildete Toxinmolekiil gréBer als das 
Prolysinmolekiil war, habe ich damals die Vermutung geiuBert, dab 
die ,,Aktivierung“ als ein AdditionsprozeB aufzufassen wire. 

Zufolge der hier mitgeteilten Untersuchungen iiber die Bildung 
des Diphtherietoxins darf man somit vermuten, daf unter den Bildungs- 
weisen dieser beiden Bakteriengifte ein prinzipieller Unterschied vorliege. 

{s wird durch die Versuche die Méglichkeit eréffnet, dap die 
extrazellulare Bildung des Diphtherietoxins sich als ein enzymatischer 
ProzeB auffassen léBt. Ob das Toxin dagegen durch eine Spaltung 
oder durch Synthese oder auf irgend eine andere Weise entstehe, diirfen 
kiinftige Untersuchungen entscheiden. 
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Diese Versuche zeigen ferner, daB auch auf diesem Gebiete eine 
zu weitgehende Verallgemeinerung unzulassig ist. Es kann auf dem 
jetzigen Stadium keineswegs als verantwortlich angesehen werden, zu 
vermuten, daf die Bildungsprinzipien fiir die verschiedenen mit Toxin- 
natur ausgestatteten Bakteriengifte dieselben wiiren. Da die vielen 
verschiedenen Toxine nicht nur in ihren Wirkungen verschieden sind, 
sondern auch in vielen anderen Punkten gegenseitige Abweichungen 
darbieten, wire es auch wohl kaum denkbar, daf sie genau in gleicher 
Weise gebildet werden. Wie somit die Toxine gebildet werden, welche 
sich nicht oder nur in geringem Grade von dem Protoplasma der Zelle 
trennen lassen, davon wissen wir noch nichts, es wiire ja aber denkbar, 
daB ihre Bildung auf ganz andere Weise stattfindet. Kiinftige Unter- 
suchungen mégen dies abmachen. 


Zusammenfassung. 

Durch Einwirkung von filtriertem Diphtherietoxin oder einem 
Auszug aus zerteilten Diphtheriebazillen auf gewéhnliche Pepton- 
bouillon oder auf eine Lésung von Wittepepton wird die Toxizitit der 
Mischung in nicht unbetriachtlichem Grade vermehrt und das gebildete 
Toxin ist Diphtherietoxin. Durch die Untersuchungen wird somit dic 
von mir 1909 aufgestellte Theorie gestiitzt, gemaiB der Toxine 
dieser Art durch ,,Aktivierung™ eines von den Mikroben wahrend ihres 
Wachstums ausgeschiedenen ,,Protoxin’ gebildet werden, welches an 
sich physiologisch unwirksam ist. Der bei dieser extrazellularen Toxin- 
bildung ,,aktivierende** Kérper besteht wahrscheinlich gréBtenteils aus 
den Albumosen des zugesetzten Pepton Witte. 

Wihrend die Reaktion zwischen dem Protoxin des Staphylolysins 
und den Kérpern des Substrats auch bei 0° mit so groBer Schnelligkeit 
vor sich geht, da dieser ProzeB kaum von enzymatischer Natur sein 
kann, scheint der bei der Diphtherietoxinbildung sich abspielende ent- 
sprechende ProzeB relativ langsamer zu verlaufen. Es ist semit dic 
Moglichkeit vorhanden, daf dieser letztere ProzeB von enzymatischer 
Natur sein kann. 


Literatur. 
1) L. E. Walbum, Zeitschr. f. Immun. 3, 1909. — 2) Moloney und 
Hanna, Scientific proceedings 19, Nr. 1, New York 1921. — 3) L. Bk. Wal- 
bum, diese Zeitschr. 129, 1922. — 4) Derselbe, ebendaselbst 130, 1922. 











Blutgasanalysen. XI. 
Der isoelektrische Punkt roter Blutkérperchen verschiedener Siugetiere. 
Von 


H. Straub und Klothilde Meier. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 
(Eingegangen am 26. Oktober 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere Untersuchungen iiber den Tonenaustausch zwischen mensch- 
lichen Erythrocyten und Suspensionsfliissigkeit hatten zu der Vor- 
stellung gefiihrt, daB das Massenwirkungsgesetz zur Darstellung dieser 
Vorginge nicht zureicht'). Wahrend die Kohlensiurebindungskurve 
einer Blutkérperchensuspension iiber lange Strecken einen stetigen 
Verlauf nimmt, der mit einer einfachen Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes in irgend einer Form wohl vereinbar erscheint, tritt bei be- 
stimmter und charakteristischer -Wasserstoffionenkonzentration eine 
Unstetigkeit auf, die nur bei Beriicksichtigung der Heterogenitat der 
Lésung erklarbar ist. Wenn eine bestimmte, wohl charakterisierte 
Wasserstoffzahl nicht iiberschritten werden kann, ehe pro Mol Himo- 
globin 1 Mol Kohlensiure mehr gebunden ist, so ist dieser Kurven- 
verlauf nach unserer Uberzeugung mit der Theorie von der Ampholyt- 
natur der Eiwei®kérper unvereinbar. Trife diese Theorie zu, so miiBte 
die Gegenwart von Eiweibkérpern genau wie die jedes beliebigen 
anderen Puffers einen stetigen Kurvenverlauf ergeben. Die Unstetigkeit 
kann nur durch besondere Vorginge an der Phasengrenze erklart werden, 
deren Aufklarung unsere weiteren Untersuchungen galten. Adsorp- 
tionsvorginge, Phasengrenzpotentiale, Oberflichenspannungen und 
davon abhingige Anderungen in der Hydratation und Aggregation 
kolloider Teilchen miissen hier, sei es allein oder in Kombination, einc 
beherrschende Rolle spielen. Die Natur der hier wirksamen Kriifte ist 
noch viel zu wenig geklart, als daB nicht mit allen méglichen Uber- 
raschungen zu rechnen wire. In einer gréBeren Reihe von Unter- 
suchungen hatten wir den fraglichen Vorgang dadurch zu _ variieren 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; 98, 205, 
228, 1919; 109, 47, 1920; 111, 45, 67, 1920. 
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versucht, daB wir den Einfluf8 der Zusammensetzung der Suspensions- 
fliissigkeit beobachteten. In der vorliegenden Untersuchung stellten 
wir uns nun umgekehrt die Frage, ob die Verwendung der Erythrocyten 
verschiedener Tierarten ebenfalls einen EinfluB auf den Eintritt des 
Vorganges der Entladung habe. Der Gedanke lag um so niher, als von 
anderer Seite mit durchaus abweichender Technik gewonnene Beob- 
achtungen vorliegen, die zeigen, dab der isoelektrische Punkt der 
Erythrocyten verschiedener Tiere bei verschiedener Wasserstoffzahl 
erreicht wird. Wir werden auf diese bedeutungsvollen Feststellungen 
spater eingehend zu sprechen kommen. Es muBte untersucht werden, 
ob die mit unserer Methodik zu gewinnenden Ergebnisse in Beziehungen 
zu den genannten Versuchen anderer Autoren stehen. 


Wir gewannen das zu unseren Versuchen gebrauchte Tierblut teils 
durch Venenpunktion, teils wurde es bei der Schlachtung direkt aus der 
Arterie aufgefangen, defibriniert und in physiologischer Kochsalzlésung 
mehrfach gewaschen. Die Titration dieser so gewonnenen Blutkérperchen- 
suspension in physiologischer Kochsalzlésung geschah mit Kohlensiure 
nach der auch friiher von uns befolgten Technik. Im ganzen wurden 11 Ver- 
suche mit dem Blute von acht verschiedenen Tierarten angestellt, wozu 
noch die friiher von uns ermittelten Werte fiir Menschenblut hinzukommen. 
Die Wasserstoffionenkonzentration einzelner Punkte der so gewonnenen 
Kohlensaiurebindungskurven wurden nach wie vor nach der urspriinglichen 
Formel von Hasselbalch') berechnet. Es ist uns bekannt, daB von ver- 
schiedenen Seiten der Versuch gemacht wurde, an dieser Formel Korrek- 
turen anzubringen?). Diese Versuche sind grundsitzlich sicher berechtigt. 
Die Linien gleicher Wasserstoffzahl, die wir nach Hasselbalchs Formel in 
unser Koordinatensystem eingezogen haben (vgl. Abb. 1), werden sich 
durch solche Korrekturen wahrscheinlich noch etwas verschieben. Alle 
nach Hasselbalchs Formel gefundenen Wasserstoffzahlen sind dann um 
einen konstanten Faktor zu andern. An dem grundsiitzlichen Ergebnis 
unserer Versuche wird natiirlich durch diese Korrektur nicht das mindeste 
geandert. Wenn wir uns entschlossen haben, noch immer die urspriingliche 
Formel Hasselbalchs zu verwenden, so geschah dies aber nicht nur aus 
Beharrungsvermégen. Die verschiedenen vorgeschlagenen Korrektur- 
méglichkeiten stimmen unter sich nicht tiberein, so daB die richtige Kor- 
rektur nach wie vor unbekannt ist. Es liegt dies daran, daB die einzige 
einwandfreie Methode zur Feststellung der Wasserstoffzahl, die Gaskette, 
fiir gashaltige Fliissigkeiten mit Fehlern behaftet ist, die technisch noch 
nicht iiberwunden sind. Speziell fiir Blutlésungen stért der Sauerstoff- 
gehalt so sehr, daB das Elektrodenpotential nicht ausschlieBlich auf das 
Konzentrationsgefille der Wasserstoffionen bezogen werden kann. Eine 
exakte Methode zur Messung der Wasserstoffzahl von Blutlésungen steht 
also iiberhaupt noch aus. 


Die Unstetigkeit der Kohlensiurebindungskurve einer Suspension 
menschlicher Erythrocyten in physiologischer Kochsalzlésung tritt bei 


1) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 78, 112, 1916. 
2) OC. L. Evans, Journ. of Physiol. 55, 159, 1921; EF. J. Warburg, The 
biochem. Journ. 16, 153, 1922. 
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37° bei der Wasserstoffzahl py = 6,67 auf. Die Versuche mit 'Tierblut- 
kérperchen ergaben, da®B die Lage der Unstetigkeit der Kohlensiure- 
bindungskurve nur innerhalb verhiltnismiBig enger Grenzen schwankt. 
Aber doch ergaben sich charakteristische Unterschiede. Von den Blut- 
kérperchen der untersuchten Tierarten wurden diejenigen des Rinder- 
blutes am friithesten, d. h. bei der am stiirksten basischen Reaktion von 
pu = 6,78 entladen (drei Versuche, Nr. 1, 2und3,9 Punkte). Dann folgen 
Kaninchenblutkérperchen bei py = 6,75 (zwei Versuche, Nr. 4 und 5, 
6 Punkte). An dritter Stelle stehen Schweineblutkérperchen bei 
pu = 6,73 (Versuch Nr. 6, 5 Punkte). Sehr nahezu iibereinstimmende 
Werte geben drei weitere Tierarten, Hundeblutkérperchen werden bei 
pu == 6,72 entladen (Versuch 7, 2 Punkte), Hammelblutkérperchen bei 
pu = 6,71 (Versuch 8, 2 Werte) und Ziegenblut bei py = 6,70 (Ver- 
such 9, 3 Werte). Das Pferd steht dem Menschen sehr nahe, die Un- 
stetigkeit liegt bei py = 6,68 (Versuch 10, 3 Werte). Hier schiebt sich 
der Mensch ein, dessen Blutkérperchen die Unstetigkeit bei py = 6,67 
ergeben. Am Schlusse steht das Meerschweinchen, dessen Blutkérperchen 
erst bei py = 6,66 entladen werden (Versuch 11, 2 Werte). Die Unter- 
schiede sind so gering, daB sie fiir zwei in der ganzen Reihe nebenein- 
ander stehende Blutarten in der Fehlerbreite der Methode liegt, die zu 
+ 0,02 angenommen werden muB. Kleine Verschiebungen in der Reihen- 
folge benachbarter Tierarten sind also denkbar. Aber die Unterschiede 
der an den beiden Enden der Reihe stehenden Tierarten sind doch so 
erheblich, da sie zweifelsfrei auBerhalb der Breite der Fehlerméglich- 
keiten liegen und als wirklich anerkannt werden miissen. Die unter- 
suchten Tierarten ordnen sich also in einer wohldefinierten Reihe ein, 
wenn man die Wasserstoffzahl ermittelt, bei der unter den von uns 
eingehaltenen Versuchsbedingungen ihre Blutkérperchen eine Un- 
stetigkeit der Bindungskurve ergeben. 

Die absolute Menge der gebundenen Kohlensiure, also die Héhen- 
lage der Kurven in ihrem Verlauf vor Auftreten der Unstetigkeit, ist 
auch fiir ein und dieselbe Tierart nicht konstant. Das hingt natiirlich 
mit der Vorgeschichte der in dem betreffenden Versuch verwendeten 
Blutkérperchen zusammen. Entscheidend ist der Grad der Kohlen- 
siuresittigung des Gesamtblutes zu der Zeit, wo die Kérperchen vom 
Serum getrennt werden. Je nach der wihrend dieser Zeit herrschenden 
Kohlensiiurespannung gehen wechselnde Mengen nicht  fliichtiger 
Anionen von den Blutkérperchen an das Serum iiber!). Wahrscheinlich 
wird sich die absolute Menge der durch eine Blutkérperchensuspension 
bei bestimmtem Kohlensauredruck gebundenen Kohlensiuremenge fiir 
jede bestimmte Tierart innerhalb enger Grenzen konstant erhalten 


1) H. W. Haggard und Y. Henderson, Journ. of biol. Chem. 45, 199, 1920. 
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lassen, wenn man die Abtrennung der Erythrocvten unter noch gleich- 
maBigeren Bedingungen vornimmt, als wir das getan haben. Doch wirde 
man dadurch das Verfahren nur unnétig komplizieren. Rechnet man 
aber damit, daB sich durch die in unseren Versuchen ohne besondere 
VorsichtsmaBnahmen vorgenommene Abtrennung der Erythrocyten 
eine gewisse Variationsbreite in der Héhenlage der Kurven erklirt, so 
zeigt doch ein Blick auf die Abbildung unverkennbar, daf sich auch in der 
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Kohlensaurebindungskurven von Suspensionen tierischer roter Blutkorperchen 

in physiologischer Kochsalzlésung. Abszisse: Partiardruck der Kohlensaure in 

mm Hg. Ordinate: Kohlensaurekapazitat in Vol.-Proz. Schraffiertes Dreieck am Unter- 

rande: Physikalisch absorbierte Kohlensaure. Die vom Nullpunkt facherformig 

ausgehenden Linien verbsnden Punkte gleicher Wasserstoffionenkonzentration 
(Formel von Hasselbalch). 


e Rinderbdlutkorperchen. 
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O:-:-: © Kaninchenblutkorperchen. 
x<---- & Schweineblutkérperchen. 


Ziegenblutkérperchen. 
\,——j Meerschweinchenblutkorperchen. 


Hoéhenlage der Kurven eine bestimmte Reihenfolge der verschiedenen 
Tierarten ergibt, die mit der durch die Lage der Unstetigkeit ermittelten 
sehr anniihernd oder vollkommen iibereinstimmt. Die Kurve des Rindes 
mit der basischsten Lage der Unstetigkeit bindet vor Auftreten des 
Knicks am meisten Kohlensaiure, die des Meerschweinchens mit der 
sauersten Lage des Knicks bindet am wenigsten Kohlensaure und die 
iibrigen Kurven ordnen sich sehr annihernd entsprechend der Lage 
ihres Knicks in der Mitte an. Das bedeutet, daB die Rinderblutkérper- 
ehen nach Waschen mit Kochsalzlésung noch am meisten basische 
Valenzen festgehalten haben, wenn das Rinderblut zuvor ohne Schutz 
vor Entweichen der Kohlensiure defibriniert und abzentrifugiert wurde. 
Diese Kérperchen, die beim Abdunsten der Kohlensiure am meisten 
Alkali an sich zu zichen vermochten, geben es dann auch in der Koch- 
salzlésung am leichtesten wieder ab, wenn Kohlensiure neu zugefiigt 
wird. Bei ihnen tritt der Knick am leichtesten auf. Beide Erscheinungen 
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haben vermutlich dieselbe Ursache. Aufnahme und Abgabe des Alkalis 
geht bei den Blutkérperchen der einen Tierart leichter vonstatten als 
bei denen einer anderen. 

Dieser Unterschied der Erythrocyten verschiedener Tierarten be- 
steht aber nicht nur fiir die Kohlensiurebindungsfaihigkeit, sondern 
auch fiir die Affinitit zum Sauerstoff. Die Sauerstoffdissoziationskurve 
ist fiir die einzelnen Tierarten ebenfalls verschieden, und auch da lassen 
sich Reihen aufstellen. Die Beurteilung der Sauerstoffdissoziationskurve 
ist dadurch erschwert, da®B diese so extrem empfindlich gegen die An- 
wesenheit von Kohlensiure ist. Aber auch unter Beriicksichtigung 
dieses Umstandes konnten Bornstein und Miiller zeigen'), da®B Hundeblut 
eine geringere Affinitit zum Sauerstoff besitzt als Pferdeblut. Barcroft 
und Camis zeigten weiter?), da Hunde- und Schafblut auch weniger 
Sauerstoffaffinitat besitzt als Menschenblut, dieses eine geringere als 
Katzen- und Kaninchenblut. Leider enthalten die genannten Arbeiten 
zu wenig Zahlenangaben iiber den Verlauf der Dissoziationskurven des 
Oxyhamoglobins im Blute verschiedener Tierarten, als daB sich auf 
Grund dieser Angaben die genaue Reihenfolge der Tiere angeben lieBe. 
Auch wird eine Reihenordnung dadurch erschwert, daB sich die Sauer- 
stoffdissoziationskurven zum Teil tiberkreuzen. Wenn auch die Tier- 
reihe, beurteilt nach der Sauerstoffdissoziationskurve, offenbar mit 
unserer Reihe nicht vollkommen iibereinstimmt, so méchten wir es 
doch fiir wahrscheinlich halten, daB grundsitzlich verwandte Eigen- 
schaften des Hiimoglobins den beiden Erscheinungen zugrunde liegen. 
Wahrscheinlich sind die Unterschiede beider Reihen durch Zufillig- 
keiten der Versuchsbedingungen zu erkliren, d. h. durch Einfliisse, dic 
fiir den zugrunde liegenden Vorgang von Bedeutung sind, ohne dah 
wir doch schon heute imstande wiren, sie zu erkennen. In dieser Ver- 
mutung werden wir bestairkt durch die Tatsache, da®B auch fiir den 
Verlauf der Sauerstoffdissoziationskurve solche zuerst nicht beachtete 
Einfliisse von Bedeutung sind, die den Nachweis des gesetzmibigen 
Verlaufs und die Erzielung regelmaBiger Versuchsergebnisse lange Zeit 
verhindert haben (Barcroft, a. a. O.). 


Unsere friiher geiuBerten Vorstellungen iiber das Wesen des Knicks 
der Bindungskurve gehen dahin, daB von Hamoglobin bzw. Blut- 
kérperchen Wasserstoffionen festgehalten, d.h. neutralisiert und dafiir 
andere Kationen zur Neutralisation der Bicarbonatanionen zur Ver- 
fiigung gestellt werden. Ob diese Kationen durch Wasserstoffionen aus 
der Oberflaiche verdriingt werden oder ob es sich um echte physikalisch- 


1) Bornstein und F. Miiller, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1907, S. 478. 
®) J. Barcroft und M. Camis, Journ. of Physiol. 39, 118, 1909; J. Bar- 
croft, The respiratory function of the blood, 8. 41ff. Cambridge 1914. 
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chemische Vorgiinge nach den Grundsitzen der elektrolytischen Disso- 
ziation handelt, bleibt dabei auBer Betracht. Handelt es sith dieser 
Vorstellung entsprechend bei unserer Unstetigkeit um einen Entladungs- 
vorgang der Kérperchen, so miissen unsere Tierreihen in naher Beziehung 
stehen zu den durch Kataphoreseversuche ermittelten Reihen, in denen 
der Entladungsvorgang, der isoelektrische Punkt der Kérperchen unter 
dem Einflu®B der Wasserstoffzahl der Blutkérperchen ermittelt wird. 
Kozawa') hat auf Hodbers Veranlassung solche Bestimmungen aus- 
gefiihrt, wobei der einzige grundsiitzliche Unterschied gegeniiber unserer 
Versuchsanordnung darin besteht, da wir die Bestimmungen im 
Kohlensiure-Bicarbonatpuffergemisch, Kozawa in  Phosphatpuffer- 
lésungen durchgefiihrt haben. Wie man aus der Zusammenstellung in 
Tabelle I sieht, sind beide auf so verschiedenem Wege gewonnenen 
Reihen praktisch, jedenfalls im Rahmen der Fehlerbreite der Methode, 
identisch, mit der einen Ausnahme der Stellung des Kaninchens, das 
in unseren Versuchen seinen Platz zwischen Schwein und Rind findet, 
wahrend ihm Kozawa seinen Platz ganz am anderen Ende der Reihe 
zuweist. Sonst ist aber die Ubereinstimmung so verbliiffend, daB sie 
kaum auf einem Zufall beruhen kann. Die Abweichyng beim Kaninchen 
erklart sich vielleicht aus der Wahl der gebrauchten Pufferlésung. da 
die Blutkérperchen des Kaninchens nach den Analysen Abderhaldens*) 
unter allen untersuchten Tierarten am meisten Phosphat in ihrem 
Innern enthalten. Eine ebenfalls sehr ahnliche Reihe fand Kozawa 
(a. a. O.), wenn er die negative Ladung der Blutkérperchen durch die 
dreiwertig positiven Lanthanionen aufhob. Auch die Kataphorese- 
anderung bei linger dauernder Einwirkung der Wasserstoffionen ergibt 
eine ganz aihnliche Reihe (Héber). Auch wenn man den isoelektrischen 
Punkt der Blutkérperchenstromata aufsucht, indem man diejenige 
Wasserstoffzahl ermittelt, bei der die Stromata maximal ausflocken. 
kommt man zu derselben Reihe [Landsfeiner®)}. Wir werden in dei 
folgenden Mitteilung zeigen, da die Kataphoreseversuche nicht ohne 
weiteres mit den bei unserer Technik gewonnenen Ergebnissen ver- 
gleichbar sind, weil der zu den Versuchen notwendige Durchgang kon- 
stanten Stroms durch die Suspension die Phasengrenzen beeinfluBt*). 
Die trotzdem erzielte weitgehende Ubereinstimmung der Ergebnisse 
beider Methoden ist um so bemerkenswerter. 

Hoéber macht darauf aufmerksam (a. a. O.), daB mit der elektrischen 
Ladung in irgend einer Weise auch die Hamolysierfahigkeit der roten 


1) S. Kozawa, diese Zeitschr. 60, 146, 1914; R. Hoéber, Physikalische 
Chemie der Zelle und der Gewebe, 4. Aufl., 8. 483. Leipzig und Berlin 1914. 

2) HE. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 65, 1898. 

3) K. Landsteiner, diese Zeitschr. 50, 176, 1913. 

4) Kl. Meier, Verh. d. Deutsch. Gesellsch. f. inn. Med. Wiesbaden 1922. 
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Blutkérperchen in Beziehung steht. Bestimmt man die Resistenz gegen 
Himolyse durch steigende Wasserstoffionenkonzentration, so kommt 
man wieder zu ungefiihr derselben Reihenfolge (Héber). Nur Mensch 
und Pferd sind bei dieser Versuchsanordnung zu Rind und Hammel 
hiniibergeriickt. Ahnliche Ergebnisse liefert die Bestimmung der 
Resistenz gegen Himolyse durch Schwefelsiure nach Rywosch'). Bei 
der auf diese Weise ermittelten Reihe ist nur die Stellung von Katze und 
Kaninchen bemerkenswert. Erstere ist an das eine Ende der Reihe zum 
Meerschweinchen, das Kaninchen, ahnlich wie in unseren eigenen Ver- 
suchen, zum Rind heriibergeriickt. Die Resistenz gegen Himolyse durch 
Kalilauge (Rywosch) liefert wieder etwa dieselbe Reihe, nur Hund und 
Kaninchen weisen atypische Stellung auf. Besonders genau erforscht 
ist die Resistenz gegen Saponin. Es liegen Versuche von vier ver- 
schiedenen Seiten vor [K. Meyer*), Rywosch, a.a.O., Schanzenbach®) 
und Port*)|. Bemerkenswert und zur Kritik der Methode wichtig ist 
die Tatsache, daB alle vier Untersucher im groBen dieselbe, mit der 
bisherigen itibereinstimmende Reihe finden, da® aber die Stellung 
einzelner Tiere bei einigen Untersuchern atypisch ist. So fallt bei 
K. Meyer die Stellung von Kaninchen und Schwein, bei Rywosch die 
der Katze aus dem gewohnten Bilde heraus (vgl.Tabelle 1). Auch bei 
diesen kleinen Abweichungen in den Ergebnissen verschiedener Unter- 
sucher zeigt es sich, daB offenbar bisher noch nicht geniigend beachtete 
kleine Unterschiede der Versuchstechnik von Einflu8 auf den Erfolg 
sind. Im Grundsatz iibereinstimmend ist auch die Reihe, die man bei 
Bestimmung der Resistenz gegen Hypotonie erhilt (Rywosch). Wieder 
weicht hier Kaninchen und Schwein in seiner Stellung vom iiblichen 
Verhalten ab. 

Noch auf eine andere Weise liBt sich zeigen, daB die Blutkérperchen 
verschiedener Tierarten verschieden leicht entladen werden. Wascht 
man Blutkérperchen in isotonischen Glucose- oder Rohrzuckerlésungen, 
so agglutinieren sie in groBen Flocken [Radsma bei Hamburger )]. 
Dieser Vorgang ist dadurch zu erklaren, daB die Oberflache der Kérper- 
chen abgewaschen und dabei nicht nur Elektrolyte entfernt, sondern 
auch die Lipoidhaut beschidigt wird [7'. Takei®)]. In den so behandelten 
Suspensionen tritt nach 1 bis 2 Tagen langsam Himolyse auf, am 
intensivsten in den Suspensionen, in denen die Agglutination am stiark- 
sten war. Radsma gibt zwar nur fiir wenige Tierarten den Zeitpunkt der 


') D. Rywosch, Pfliigers Arch. 116, 229, 1907. 

*) K. Meyer, Beitr. z. chem. Physiol. 11, 1908; zitiert nach Port. 
3) Schanzenbach, zitiert nach Rywosch. 

4) F. Port, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 99, 259, 1910. 

5) W. Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 

‘) T. Takei, ebendaselbst 122, 104, 1921. 
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makroskopisch sichtbaren Agglutination an. Doch unterscheidet sich 
die so ermittelte Reihenfolge von unserer Reihe nur dadurch, da} das 
Meerschweinchen seinen Platz bei der Versuchsabordnung Radsmas 
hinter dem Menschen findet. Wo zuerst Flockung auftritt, sind div 
Flocken auch am gréBten. 

In den am raschesten flockenden Suspensionen sinken auch die 
Kérperchen am raschesten zu Boden (Radsma). Aber nicht nur nach 
Waschen in Rohrzucker, sondern auch in ihrem eigenen Plasma besitzen 
rote Blutkérperchen eine verschieden groBe Senkungsgeschwindigkeit 
| Abderhalden')|. Der unmittelbare Vergleich solcher Reihen der 
Senkungsgeschwindigkeiten mit den bisher genannten Versuchen ist 
zwar dadurch erschwert, daB nach Abderhalden dem Plasma als solchem 
bei der Suspensionsstabilitat eine grobe Bedeutung zukommt. Aber 
doch sind auch die Eigenschaften der Blutkérperchen selbst mitbe- 
stimmend. Pferdeblutkérperchen sinken in jedem Plasma schneller 
als Rinderblutkérperchen. Immerhin ist es auffallend, da® auch die 
aus den Versuchen Abderhaldens sich ergehende Reihenfolge dei 
Senkungsgeschwindigkeit fiir die einzelnen Tierarten eine Reihe ergibt. 
die viele Ahnlichkeit mit der bisher gefundenen aufweist. Wieder haben 
Schwein und Kaninchen nicht den ihnen gebiihrenden Platz. Das 
Kaninchen gruppiert sich bei diesen Versuchen Abderhaldens so wie 
in unserer Versuchen, das Schwein hat sich zwischen Pferd und Mensch 
eingeschoben. Es ist schon von anderer Seite ausgesprochen, daf dic 
Senkungsgeschwindigkeit von der Ladung der Blutkérperchen  be- 
einfluBt sein muB. Dies ist im Hinblick auf unsere mehrfach geiuBerten 
theoretischen Vorstellungen von Wichtigkeit. Wie Radsma ausfiihrt, 
ist jedoch die elektrische Ladung offeribar nicht der allein fiir die 
Senkungsgeschwindigkeit mabgebende Faktor. Auer ihr kommt 
auch der Oberflichenspannung groBbe Bedeutung zu. Je griBer dic 
Oberflachenspannung zwischen Blutkérperchen und Suspensionsmitte! 
ist, desto mehr neigen die Kérperchen dazu, unter Freimachung 
potentieller Oberflichenenergie aneinander zu kleben.  Oberfliichen- 
spannung und elektrische Ladung sind nicht unabhingig. vielmehr 
setzt elektrische Ladung die Oberflichenspannung herab und wirkt 
also auch aus diesem Grunde der Agglutination entgegen. Vermutlich 
spielt auch fiir unsere Versuchsergebnisse neben oder im Zusammen- 
hange mit der elektrischen Ladung die Oberflichenspannung eine 
wichtige Rolle. 

In der Theorie der Himolyse spielen die Lipoide eine grobe Rolle. 
die man sich in der Phasengrenze angereichert unter dem Bilde einer 
Membran vorstellt. Ihre Anwesenheit mu®B zweifellos auch die Ober 


1) EB. Abderhalden, Pfliigers Arch. 198, 236, 1922. 
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flachenspannung zwischen Kérperchen und Suspensionsmittel stark 
beeinflussen und dadurch von EinfluB auf alle hier beobachteten Vor- 
ginge, nicht nur auf die der Himolyse sein. Die Bedeutung des 
Cholesteringehalts der roten Blutkérperchen und des Verhiltnisses 
Cholesterin: Lecithin fiir den Vorgang der Saponinhimolyse wurde 
von verschiedener Seite erértert!). Die Beobachtungen von Kiirten?) 
zeigen, da Cholesterin die Senkungsgeschwindigkeit stark erh6hen kann, 
wahrend Lecithin sie verlangsamt. Nach Beobachtungen Abderhaldens®) 
liegen auch in diesem Punkte die Verhiltnisse kompliziert, denn die 
erwihnte Wirkung des Cholesterins kann auch ausbleiben. Der Zu- 
sammenhang zwischen elektrischer Ladung, Oberflichenspannung und 
Lipoiden in der Phasengrenze ergibt sich besonders auch aus der Arbeit 
von Brinkmann und Wastl*). Die Bedeutung der Cholesterin- und 
Phosphatidfraktion der Lipoide wird dort getrennt analysiert, nament- 














1) R. Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 3. Aufl., 
8. 409, 1914. 

2) EB. Kiirten, Pfliigers Arch. 185, 248, 1920. 

3) BE. Abderhalden, ebendaselbst 198, 236, 1922. 

4) R. Brinkman und H. Wastl, diese Zeitschr. 124, 25, 1921. 
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die Tierblutkérperchen nach dem Verhiltnis, in dem sie Cholesterin 


: Lecithin enthaiten, nach den Analysen Abderhaldens'), so erbilt 
man wieder eine Reihe, die Ahnlichkeiten mit den bisherigen aufweist. 
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3innensalze 


Offenbar werden die Eigenschaften der Phasengrenze aber auch 
beein- 


Port *) weist darauf hin, daB die Blut- 


salze einen wesentlichen Einflu®8 auf die Saponinhimolyse [Hodber und 


Wieder ist die Stellung von Schwein und Kaninchen atypisch, sie 


siiure, um so resistenter gegen Hypotonie, je mehr Phosphorsiiure sie ent- 
halten. Aber neben dem Phosphation haben auch die Kationen der Zell- 


Nast®)}. Hober sieht die Bedeutung der Binnensalze darin, dal} sie unter 


~~ 


) R. Héber 





1) B. Abderhalden, Zeitschr. f. 
2) F. Port, Deutsch. Arch. f. 


und O. 


Nast, diese Zeitschr. 60, 


131, 


1910. 
1914. 


physiol. Chem. 25, 65, 1898 
klin. Med. 99, 259, 


10 


anderem den Zellen eine normale, und zwar artspezifisch verschiedene 
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Konsistenz erteilen, indem sie den Quellungszustand ihrer Kolloide auf 
einen bestimmten Grad einstellen. Fiir die Senkungsgeschwindigkeit frei- 
lich scheinen keine Beziehungen zur chemischen Zusammensetzung vor- 
handen zu sein { Abderhalden')|. Um so bedeutungsvoller im vorliegenden 
Zusammenhange sind die Feststellungen von Barcroft und Camis?) iiber 
den EinfluB der Binnensalze auf die Sauerstoffdissoziationskurve des 
Hamoglobins. Setzt man zu dialysiertem, kristallisiertem Hamoglobin 


cine Salzlésung von der Zusammensetzung der Binnensalze des Hunde- 


blutkérperchens, so bekommt man dieselbe Dissoziationskurve, wie 
von Hundeblut. Setzt man zu demselben Himoglobin die Binnensalze 
des Menschenblutes, so fallt die Dissoziationskurve mit der des mensch- 
lichen Blutes zusammen. Dabei unterscheiden sich die Sauerstoff- 
dissoziationskurven des Menschen- und des Hundeblutes sehr erheblich. 
Ordnet man die Tierblutarten nach dem Gehalt an Phosphorsiiure im 
Zellinnern, so erhilt man wieder eine sehr aihnliche Reihenfolge. Nur 
das Schwein hat seinen Platz in der Mitte der Reihe genommen und 
Pferd und Kaninchen haben ihren Platz getauscht. Die gute Uberein- 
stimmung dieser Reihe mit den bisherigen zeigt die grobe Wichtigkeit 
der Phosphorsiiure fiir den in Frage stehenden Vorgang. Bei Beriick- 
sichtigung der iibrigen Ionen wiirde sich eine noch bessere Uberein- 
stimmung zweifellos erzielen lassen, wenn es méglich wire, den Einflubs 
der Salzkombinationen theoretisch im voraus abzuleiten. 

Die Feststellungen von Bacroft fordern das Problem wesentlich 
iiber das bisher Gesagte hinaus. Er konnte zeigen, daB durch die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésung die Gleichgewichtskonstante der 
Dissoziation des Oxvhiimoglobins beeinfluQt wird [vgl. besonders 
1. V. Hill’)|. Die Bedeutung der Salze dagegen liegt darin, daB von 
ihrer Anwesenheit die Zusammenballung der Himoglobinmolekiile zu 
Molekiilaggregaten abhiingt [ Barcrojt*)]. Phosphat fiihrt zu geringerer 
Aggregation als Bicarbonat und Chlorid, Kalium und _ besonders 
Ammonium zu stirkerer als Natrium. Bemerkenswert ist weiter der 
Umstand, daB nach den Angaben Barcrofts die Unabhiingigkeit des 
Aggregationsgrades der Himoglobinmolekiile von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei hohen Kohlensiurespannungen itiber 90 mm 
nicht mehr gilt. Es sind dies dieselben Kohlensiurespannungen, bei 
denen in unseren Beobachtungen an himolysiertem Blut®) die Un- 
stetigkeit der Kohlensiurebindungskurve auftritt. Diese Zusammen- 


1) BE. Abderhalden, Pfliigers Arch. 1938, 236, 1922. 

2) J. Barcroft und M. Camis, Journ. of Physiol. 39, 118, 1909. 

3) A. V. Hill, Journ. of Physiol. 40, IV, 1910. 

4) J. Barcrojt, The respiratory function of the blood, Kap. IV und V. 
Cambridge 1914. 

5) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 
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hange geben wichtige Hinweise darauf, in welcher Richtung eine weitere 
Klirung der Erscheinungen versucht werden kann. 

Kine sehr grobe Anzahl von den verschiedensten Gesichtspunkten 
aus unternommener Untersuchungen verschiedenster Forscher, die 
sich alle in irgend einer Weise mit der Abhingigkeit bestimmter EKigen- 
schaften der roten Blutkérperchen von der Tierspezies befassen, haben 
also dazu gefiihrt, die Tierarten in Reihen anzuordnen, die zwar nicht 
vollkommen iibereinstimmen, aber, wie aus Tabelle | zu ersehen ist 
doch ganz auffallende Ahnlichkeit besitzen. Alle angezogenen Priifungs- 
verfahren beschiftigen sich in irgend einer Weise mit den Oberflaichen- 
eigenschaften der Erythrozyten, mit ihrer Ladung, mit ihrer Resistenz 
gegen Hiimolyse, mit der zum Teil von der Oberfliche abhingigen 
Senkungsgeschwindigkeit und Agglutination. Auch die Lipoidzusammen- 
setzung der Phasengrenze und die Beschaffenheit der Binnensalze 
wird herangezogen. Wenn wir Oberflichenspannung und Ladung der 
Oberfliche fiir die beobachteten Erscheinungen weitgehend verant- 
wortlich machen. so werden wir gut verstehen, da die Tierreihe nicht 
bei allen Untersuchungen absolut konstant ist. Dazu sind die Ver- 
hiltnisse von zu vielen Faktoren abhiingig. Der Salzgehalt der Sus- 
pensionsfliissigkeit, die durch das Waschen hervorgerufene Verinderung 
der Phasengrenze und sicher noch viele andere Dinge miissen von 
KinfluB auf das Ergebnis sein. Besonders wechselnd ist die Stellung 
von Kaninchen und Schwein, von denen auch in unserer Reihe das 
Kaninchen sich auBergewohnlich ecinordnet. In der im tibrigen vor- 
ziiglichen Ubereinstimmung unserer Reihe mit der von Kozawa, die 
nach dem durch Kataphorese bestimmten isoelektrischen Punkte an- 
geordnet ist, sehen wir einen starken Beweis dafiir, daB die von uns zur 
Erklarung unserer Bindungskurve herangezogenen Ladungsverhaltnisse 
der Blutkérperchen bei den zugrunde liegenden Verhaltnissen eine 


wesentliche Rolle spielen. 


Zusammenfassung. 


Die Unstetigkeit der Kohlensiurebindungskurve tritt bei ver- 
schiedenen Tierarten bei verschiedener Wasserstoffzahl auf. wodurch 
sich folgende Reihe ergibt : Meerschweinchen > Pferd, Mensch ~ Hund, 
Ziege, Hammel > Schwein > Kaninchen > Rind. Die so ermittelte 
eihe stimmt in grober Annaiherung mit der Reihe tiherein, die Aozewa 
durch Bestimmung des isoelektrischen Punktes in Phosphatpuffer- 


lésungen mit Kataphoreseversuchen ermittelt hat. Unsere Annahme 
daB die Unstetigkeit der Kohlensiurebindungskurve mit Entladungs- 
vorgingen der Zellen im Zusammenhang steht, wird dadurch gestiitzt. 
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Auch nach der Flockung der Blutkérperchenstromata, der Himo- 
lvsierbarkeit, der Senkungsgeschwindigkeit, der Agglutination durch 
Waschen in Zuckerlésungen, nach dem Lipoidgehalt und der Zusammen- 
setzung der Binnensalze ergeben sich ahnliche, aber unter sich fiir 
einzelne Tiere abweichende Reihen. Besonders wichtig sind ferner Be- 
ziehungen zu dem Verhalten der Sauerstoffdissoziationskurve. 

Die zusammengestellten Reihen weisen trotz ihrer Unterschiede 
auf die nahe Verwandtschaft aller betrachteten Vorgiinge hin. Die mit 
den verschiedenen Methoden sich ergebenden Tatsachen werden als 
Material zur Klairung dieser grundlegenden Vorginge gesammelt. 


Versuchsprotokolle. 


1. Rinderblutkérperchen in 0,9°, NaCl. Abb. 1, ausgezogene Kurve, 
Punkte 





CO,-Spannung. . 37,4 76,1 128,3 148,5 159,8 
CO,-Kapazitat . . 36,4 45,5 54,9 61,2 67,9 
36,5 
ae ere 1,20 6,98 6,81 6,78 6,79 
Knick. 


2. Rinderblutkorperchen in 0,9°, NaCl. 





CO,-Spannung. . 22,0 54,5 93,0 102,3 108,4 145,2 

CO,-Kapazitat . . 23,7 28,9 36,8 39,4 41,1 44,3 
38,6 40,9 

ee er ee ee 6,95 6,79 6,77 6,76 6,65 
6,76 6,76 
Knick. 


3. Rinderblutkérperchen in 0,9°, NaCl. 


CO,-Spannung . . . 18,7 92,5 157,3 206,1 

CO,-Kapazitét . 9. . 27,4 66,7 69,1 85,3 

fe ie he ee 7,05 6,81 6,77 
Knick 


4. Kaninchenblutkérperchen in 0,9°%) NaCl. Abb. 1, strichpunktierte 
Kurve, Ringe. 





CO,-Spannung . 83,2 125,5 132,6 167,0 183.8 223,7 

CO,-Kapazitit . 41,1 48,3 48,8 64,2 65,1 73.2 

Pu “the Oey CAS 6,90 6,76 6,74 6,74 6,70 6,65 
Knick. 


5. Kaninchenblutkérperchen in 0,99, NaCl. 


CQ,-Spannung. . 33,1 74,3 106,5 140,9 154,8 161,8 188,9 204,9 





CO,-Kapazitait. . 31,3 39,1 42,6 55,3 60,5 62,9 61,4 67,6 
30,2 

Pye +++. s %%,22 7,00 6,79 6,76 6,74 6,75 6,66 6,66 
7,21 


Knick, 
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6. Schweineblutkérperchen in 0,9°, NaCl. Abb. 


liegende Kreuze. 





CO,-Spannung. 41,7 92,4 102,7 112,2 
CO,-Kapazitit . 21,6 31,7 37,1 38.8 
23,2 33,1 35,4 
Mig ss ee ee OMS 6,72 6,75 6,72 
6,99 6,74 6,72 
Knick. 

7. Hundeblutkérperchen in 0,9° NaCl. 
CO,-Spannung . . 30,8 69,5 99,2 
CO,-Kapazitaét . . 16,6 32,4 38.9 
Peaicy «orbadvaris: «i xi RS 6,88 6,78 


8. Hammelblutkérperchen in 0,9°, NaCl. 


CO,-Spannung 





CO,-Kapazitét . . 18,2 29,7 29,7 34,4 
Py ces. . COR 6,84 66,60 6,72 
Knick. 


9. Ziegenblutkérperchen in 0,9°, NaCl. Abb. 
stehende Kreuze. 


619 


l, gestrichelte Kurve, 


121.8 165.9 
39.4 10.3 
6,68 6.52 


112,4 143,2 


39,3 50,1 


6,72 6,71 








Knick. 


36,9 69,7 92.5 100.8 138,2 171,1 209.0 
42,4 48,1 48,6 


6,65 6,59 6.40 


1, punktierte Kurve, 





CO,-Spannung. 9,7 76,0 116,0 126,5 140.0 164.7 
CO,-Kapazitit . 13,8 31,9 37,8 42,7 $5,4 49,2 
38,7 
a rr a 7,16 6,83 6,69 6,69 6,67 6,63 
6,71 
Knick. 
10. Pferdeblutkérperchen in 0,9° NaCl. 
CQO,-Spannung. 44,4 75,6 104,5 149.3 178,3 202.9 
CO,-Kapazitat . 26,6 37,1 41,8 51,1 60,1 69,1 
ee ear ae aa 7,01 6,90 6,79 6695 6,68 6,68 
Knick. 


11. Meerschweinchenblutkérperchen in 0,9°% 
gezogene Kurve, Sterne. 


CO,-Spannung . 34,8 70,6 97,2 109,6 

CO,-Kapazitat . 16,2 20,9 29,4 29,1 

Be ek ke. 6,67 6,66 6,59 
Knick. 


NaCl. Abb. 1, aus- 


120.5 151,7 
29,4 30,9 
6,54 6,43 











Berichtigung. 


Nach Erteilung der Druckerlaubnis seitens der Redaktion ist 
irrtiimlicherweise in Bd. 133, 8.89 dieser Zeitschr. hinter den Namen 
des Herrn Prof. Dr. A. Palladin ein + gesetzt worden, und zwar 
infolge ciner Verwechslung mit dem jiingst verstorbenen Herrn Prof. 
Dr. W. Palladin. 


Berichtigung 
zu den Mitteilungen von WI. Butkewitsch. 
Diese Zeitschrift 129. 


Seite 451, Tabelle IV: lies statt .16°* 19%. 
452, Anm., '): lies statt ,Knastmann* .Kunstmann”’. 


yg » ‘yh46*: 2 4664. 
on), VEa: 4 ght eae eae, 
470, » VI zusetzen: ,Penic. glaucum ... p*. 


471, Zeile 12 von unten: lies statt .ca* .ccm*. 
473, Tabelle IX—X: lies statt .IX* ,VII“ und ,X* ,VIII“. 
475, Zeile 5 von unten: lies statt .110° .10*. 


Diese Zeitschrift 131. 

Seite 327, Zeile 6 von oben: lies statt dieser Zusammenhinge. Die 
Erforschung* Die Erforschung dieser Zu- 
sammenhiange*. 

328, . 13 von unten: lies statt ,Die Gesamtmenge der“ Die 
Gesamtmenge der Fliissigkeit machte etwa 
45 cem aus, und sie erhielt etwa 2,5 °, HCl. 


Die“ 
334, . 14 . oben: lies statt .Filtrieren* .Titrieren“. 
335, Tabelle A bis B: lies statt .Pen. I1* . Pen. 2°. 
338, ‘ C, Zeile 2 von unten: lies statt .219,5° .49,5°. 


346, Zeile 6 von unten: lies statt ,untersucht* gebraucht”. 

347, Tabelle S bis C: lies statt .S(= Zn)* .S(— Zn)*. 

. Anm. **): lies statt .Pen. 3“ Pen. 2“. 

348, Zeile 7 von unten: lies statt .Calciumacetat*  .Calciumoxalat*. 
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